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SOMMAIRE 
Le peuplier demeure un systeme de choix pour l'etude des vegetaux, entre autres a cause de 
son genome relativement petit et entierement sequence. Sous nos latitudes, il est l'une des 
especes a croissance rapide les plus utilisees dans les plantations d'arbres. La monoculture -
comme chez tous les vegetaux d'ailleurs - le rend plus sujet aux maladies. Les facteurs de 
transcription WRKY, presents chez une majorite d'eucaryotes (excepte les mammiferes et les 
levures), sont souvent impliques dans les mecanismes de defense des vegetaux. Plus 
particulierement, le facteur WRKY23 du peuplier semble avoir une fonction dans la lutte 
contre la maladie de la rouille. Les WRKY se lient aux boites W situees dans les sequences 
promotrices des genes qu'ils regulent. II semble que les sequences promotrices des genes 
relies a la defense ont un enrichissement de boites W, comparativement a un ensemble de 
sequences promotrices choisies au hasard. Un groupe de sequences promotrices dont les genes 
sont deregules dans des plants de peuplier surexprimant PtWRKY23 a ete selectionne pour 
cette etude; ces sequences ont ete choisies car leurs genes sont potentiellement regules par 
PtWRKY23. Ici, les sequences promotrices de genes deregules dans des peupliers 
surexpresseurs de PtWRKY23 ne contiennent pas plus de boites W qu'un groupe de 
promoteurs sur lequel la surexpression de PtWRKY23 ne semble pas avoir d'effet. De plus, 
1'emplacement des boites W ne semble pas conserve entre les sequences promotrices du 
peuplier et celles de la plante modele Arabidopsis. Un systeme de transformation transitoire 
sur cellules de peuplier en suspension a ete mis au point pour permettre l'etude d'interactions 
directes et indirectes entre PtWRKY23 et des sequences promotrices de genes impliques dans 
la defense. D'ailleurs, l'ajout de l'exogene PtWRKY23 sous la gouverne d'un promoteur 
constitutif augmente la production du produit du gene rapporteur GUS sous le controle de la 
sequence promotrice d'une chalcone synthase, CHS3. Voila une premiere interaction 
potentielle avec PtWRKY23, qui pourrait eclaircir le role de PtWRKY23 dans les reactions de 
defense. 
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INTRODUCTION 
A - PREAMBULE 
L'agriculteur, le forestier, le botaniste, bref, toute personne qui travaille de pres ou de loin 
avec les vegetaux a le souci d'eviter et de controler les maladies potentielles. Pourtant, la 
majeure partie des assauts des agents pathogenes passe inapercue a nos yeux parce que la 
plante empeche la propagation avant qu'elle ne soit visible. Les vegetaux possedent un arsenal 
raffine de reponses de defense, sonnant l'alerte dans les regions avoisinantes a celles infectees, 
restreignant l'envahissement de l'ennemi en produisant des composes de protection qui 
viennent renforcer les parois cellulaires, et neutralisant l'agent pathogene en deversant une 
panoplie de composes toxiques, tout en tentant de limiter l'autodestruction en ayant des 
boucles de regulation. 
Les facteurs de transcription de la famille WRKY permettent le declenchement et la 
modulation de reponses de defense. Au laboratoire, la caracterisation fonctionnelle du gene de 
peuplier WRKY23, qui est l'orthologue de WRKY23 de l'Arabidopsis, a ete publiee (Levee et 
ai, 2009). Ce gene a ete isole d'une banque d'ADN complementaire (ADNc) creee a partir de 
feuilles de peuplier stressees par l'ajout d'acide jasmonique (AJ), d'acide salicylique (AS) ou 
de chitosane (fraction de la paroi des mycetes). Pres de 600 genes sont deregules dans les 
plants de peuplier transgeniques surexprimant le gene PtWRKY23, impliques entre autres dans 
la biosynthese des parois et dans la reponse aux stress. La moitie de ces genes deregules sont 
egalement impliques dans la reponse de defense face a la rouille du peuplier, maladie causee 
par le champignon Melampsora medusae. L'expression de PtWRKY23 est induite rapidement 
apres une infection avec M. medusae, une blessure ou un traitement avec des eliciteurs 
1 
generaux. La subexpression de PtWRKY23 dans des peupliers transgeniques altere 
1'accumulation de lignine, les niveaux d'activite de la peroxydase et 1'accumulation d't^C^. 
En se basant sur ces observations, nous supposons done que PtWRKY23 agit comme 
modulateur de certaines reponses de defense. 
L'origine du projet decrit ici decoule de ces premiers travaux sur PtWRKY23. Nous avons 
effectue une selection de promoteurs dont les genes sont impliques dans les reponses de stress, 
afin d'en faire une analyse fonctionnelle in silico et in vivo. Pour faire une liste de promoteurs 
a etudier, nous avions done un a priori pour la selection de certains d'entres eux (i.e. genes de 
defense deregules par la surexpression de PtWRKY23), et d'autres promoteurs ont ete 
selectionnes sans a priori (i.e. genes de defense en general). Par exemple, le gene codant pour 
la proteine vegetative d'entreposage VSP pni288 a un niveau d'expression de 21,3 fois plus 
eleve dans les plants transgeniques surexprimant PtWRKY23, comparativement a des plants 
sauvages (Levee et al, 2009). Le gene de la kinase PtMAPK3-l a plutot ete utilise comme 
marqueur de la reponse de defense a cause de son induction rapide et elevee suite a un stress. 
La liste de promoteurs de genes choisis et sa justification se retrouvent plus loin dans 
1'introduction. 
B - MECANISMES DE DEFENSE DES VEGETAUX 
B.l Stress biotiques et abiotiques 
Les plantes sont confrontees a deux types majeurs de stress. Les stress abiotiques sont causes 
par les elements inertes relies a 1'environnement, tels la temperature, les rayons ultraviolets, la 
disponibilite de l'eau et sa concentration en sels. Virus, bacteries, champignons, insectes et 
autres herbivores peuvent provoquer des stress biotiques. Les deux types de stress declenchent 
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chez les plantes des mecanismes de defense. La blessure se situe a cheval entre les deux 
categories, car elle peut etre causee par un herbivore (stress mecanique), ou due a 
renvironnement (vent, par exemple). Le stress cause par blessure induit certaines des reponses 
de defense engendrees par les stress biotiques et abiotiques (Ma et Bohnert, 2007). 
B.l.l. Mycetes 
H existe deux types majeurs de mycetes: les biotrophes, qui ne vivent que sur du materiel 
vivant, et les necrotrophes, qui se nourrissent a partir de tissus necroses. Les hemibiotrophes 
sont soit biotrophes, soit necrotrophes, mais a des phases differentes de leur cycle de vie. 
B.2 Defenses constitutives et defenses induites 
Pour contrer une panoplie d'agents pathogenes, les plantes ont des mecanismes composes de 
plusieurs niveaux de defense. Les defenses preformees structurales servent de barriere aux 
microorganismes pathogenes. La paroi cellulaire, la cuticule, le mucilage, les epines, les 
trichomes et les cires en sont de bons exemples. Pour reussir a penetrer dans les cellules 
vegetales, le microorganisme pathogene doit avoir des enzymes telles que les cutinases et 
cellulases, ou alors profiter d'une blessure de la plante. 
L'agent pathogene ayant reussi a ebrecher les defenses constitutives declenche le deploiement 
des defenses induites. Les phytoanticipines sont des composes antimicrobiens conserves sous 
forme inactive de maniere constitutive (VanEtten et al, 1994). Leurs structures sont modifiees 
afin de les transformer en produits actifs et toxiques lors de l'attaque de l'agent pathogene. Les 
phytoalexines, quant a elles, sont des composes antimicrobiens synthetises de novo. Les 
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proteines reliees a la pathogenese (PR) sont induites lors d'infections par des champignons, 
bacteries, virus et insectes. Elles sont divisees en differentes categories selon leurs proprietes 
biologiques et biochimiques communes (van Loon et al, 2006b). Par exemple, les PR3, 4, 8 et 
11 regroupent des endochitinases, pouvant digerer les parois cellulaires des champignons; le 
groupe PR6 rassemble des inhibiteurs de proteases, venant bloquer les capacites digestives des 
nematodes et insectes herbivores. Certaines classes de PR sont retrouvees chez differentes 
especes vegetales, alors que certaines PR sont specifiques a une espece donnee. 
Des modifications anatomiques sont apportees au site de penetration par 1'agent pathogene, 
notamment par la formation de papilles. La synthese de callose et de lignine viennent 
renforcer la paroi. D'autres types de defenses induites peuvent etre declenches, telles les 
defenses induites indirectes, qui tenteront d'attirer des predateurs ou des parasites de 1'agent 
pathogene attaquant (Eyles et al, 2010). 
B.3 Systeme immunitaire vegetal 
Les patrons moleculaires associes aux microbes (MAMP) sont des signatures moleculaires 
typiques de toutes les classes de microbes, c'est-a-dire que chaque classe de microorganismes 
a des caracteristiques physiques communes qui elles sont reconnues par la plante. Us ont une 
fonction indispensable pour l'organisme en question: la flagelline, sous-unite du flagelle, est 
essentielle a certains types de bacteries, la chitine, une composante de la paroi cellulaire, est 
essentielle a plusieurs categories de mycetes. Anciennement nomrnes PAMP (patrons 
moleculaires associes aux pathogenes), les MAMP comprennent aussi des 
lipopolysaccharides, ergosterols, harpines et peptidoglycanes (Ausubel, 2005). D'un 
microorganisme a 1'autre, les MAMP ont des structures tres conservees et ne sont pas presents 
chez l'hote, ce qui lui permet de les identifier comme 'non-soi' (Boiler et Felix, 2009). Les 
plantes reconnaissent egalement les eliciteurs endogenes. Par les enzymes qu'ils produisent, 
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certains agents pathogenes sont en mesure de lyser les barrieres structurales des tissus 
vegetaux pour ensuite infecter la cellule vegetale. Les produits generes par ces enzymes 
peuvent servir d'eliciteurs endogenes ou patrons moleculaires associes aux dommages 
(DAMP) et sont reconnus de maniere similaire aux MAMP (Boiler et Felix, 2009). La 
perception des MAMP et DAMP se fait par des recepteurs de reconnaissance de patrons 
(PRR) situes a la surface de la cellule vegetale. II y a des centaines de genes dans les genomes 
vegetaux codant pour les PRR, qui sont divises en deux categories: les proteines kinases de 
type recepteur (RLK) et les proteines de type recepteur (RLP) (He et al, 2007). La 
reconnaissance d'un MAMP ou d'un DAMP initie une reponse d'immunite innee, appelee 
immunite conduite par les PAMP (PTI). La signalisation cellulaire se fait par l'activation de 
cascades de MAPK (mitogen-activated proteins kinases), qui viennent activer des facteurs de 
transcription, tels ceux de la famille des WRKY, qui a leur tour induisent les genes relies a la 
defense. II y a alors production de phytoalexines (composes antimicrobiens), de formes actives 
d'oxygene (FAO) et d'oxyde nitrique, ainsi qu'une deposition de callose sur la paroi comme 
moyen de la renforcer (He et al, 2007). La PTI met fin a l'envahissement par les agents 
pathogenes non adaptes. 
Les agents pathogenes microbiens virulents ont developpe des moyens pour traverser cette 
premiere ligne d'immunite innee. Par leur systeme de secretion de type III (TTSS), les 
bacteries pathogenes a Gram negatif envoient directement dans la cellule-hote des effecteurs 
qui permettent une plus grande virulence (figure 1). Ce sont des proteines hautement 
specifiques qui sont utilisees pour supprimer la PTI. Par exemple, certains effecteurs sont des 
enzymes qui modifient les proteines de l'hote et permettent ainsi d'eviter la detection par 
l'hote (Chisholm et al 2006). Le TTSS - servant de seringue avec laquelle la bacterie peut 
injecter dans l'eucaryote infecte - est essentiel a la multiplication des bacteries et au 
developpement de la maladie : lorsque qu'il est dysfonctionnel ces bacteries perdent leur 
pouvoir pathogene et ne peuvent qu'induire la PTI (de Wit, 2007). Du cote des mycetes, les 
effecteurs peuvent etre extracellulaires, secretes dans l'apoplaste ou le xyleme de leurs hotes, 
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ou encore cytoplasmiques, transloques dans les cellules-notes par un mecanisme inconnu a ce 
jour (de Wit etal, 2009). 
Dans la course aux armements, les plantes ont developpe a leur tour une seconde ligne de 
defense: l'immunite conduite par les effecteurs (ETI), aussi connue sous le nom de resistance 
gene pour gene. L'ETI est basee sur l'interaction hautement specifique, directe ou indirecte, 
des effecteurs (proteines d'avirulence Avr) et de leurs recepteurs correspondants qui sont 
codes par les genes de resistance (R). L'association de la paire effecteur-recepteur assortie 
declenche l'initiation de la signalisation de la defense et la resistance de l'hote. La majorite 
des genes R codent pour des proteines NB-LRR, definies comme ayant un site de liaison 
nucleaire (NB) et une region riche en leucine (LRR). En se basant sur le domaine en N-
terminal, la classe des NB-LRR peut etre divisee en recepteurs coiled-coil (CC) et recepteurs 
Toll-interleukin-1 (TIR). L'ETI permet l'arret de la croissance de l'agent pathogene et mene 
generalement a une reponse hypersensible (HR) qui est une forme de mort cellulaire 
programmee au site d'infection (Chisholm et al, 2006). La HR est generalement efficace 
contre une multitude d'agents pathogenes des vegetaux (de Wit, 2007). En l'absence de 
l'interaction effecteur-recepteur, l'agent pathogene echappe a la detection par l'hote, et par le 
fait meme infecte la plante. 
L'exemple le plus etudie a ce jour reste celui de la detection de la flagelline chez Arabidopsis 
(figure 1). L'equipe de Sheen a identifie la cascade de signalisation par les kinases ainsi que 
les facteurs de transcription WRKY22/WRKY29 impliques dans ce phenomene, qui 
permettent la resistance de la plante (Asai et al, 2002). Le recepteur de la flagelline FLS2, qui 
est une kinase de type recepteur a repetitions riches en leucine (LRR), une fois lie au peptide 
de la flagelline flg22, mene a 1'activation de cascades de MAPK, qui finalement activeraient 
les facteurs de transcription (probablement de fonctions redondantes) WRKY22 et WRKY29. 
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Finalement, la perception des signaux de danger peut done se faire sous trois formes: par la 
reconnaissance des MAMP, des DAMP, ou des effecteurs (Boiler et Felix, 2009). Les signaux 
extracellulaires sont pergus par les PRR au niveau de la membrane plasmique alors que les 
signaux de danger cytoplasmiques se font par les proteines NB-LRR. 
La reconnaissance des 
PAMP mene a I'lmmunite 
RLK RLK 
Immunite 
conduite 
par les PAMP 
RESISTANCE 
Les effecteurs 
s uppriment 1'immunite 
~C3GU3M03!JP 
V NOYAU 
SUSCEPTIBILITE 
Les proteines R detectent 
les effecteurs 
NOYAU 
smrm •IR-NS-I'W 
\ •'- Immunite 
/ conduite par les 
effecteurs 
RESISTANCE 
Kinase Domaine de liaison 
aux nucleotides 
Motif 
coiled-coil 
Recepteur 
Toll-interleukin-1 
Repetitions riches 
en leucine 
Figure 1. Modele expliquant les deux branches de 1'immunite chez les plantes, 
1'immunite conduite par les PAMP et 1'immunite conduite par les effecteurs. 
Adapte de Chisholm et al. (2006). Dans la premiere fenetre, la sous-unite du flagelle flg22, est 
detectee chez Arabidopsis par une kinase de type recepteur (RLK), FLS22, declenchant une 
cascade de kinases et amenant une activation des facteurs de transcription WRKY. Les genes 
de defense sont alors transcrits et traduits, ce qui donne un etat de resistance par la PTI. Dans 
la seconde fenetre, la bacterie contourne le systeme de reconnaissance de l'hote et promeut sa 
virulence en utilisant son TTSS pour livrer ses effecteurs directement dans la cellule, rendant 
ainsi l'hote susceptible. Dans la troisieme fenetre, les proteines R (CC-NB-LRR et TIR-NB-
LRR) detectent les proteines Avr correspondantes ce qui induit une HR, supprime la 
croissance pathogenique et amene un etat de resistance par l'ETI. 
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Jones et Dangl (2006) ont propose le modele en zig-zag, qui permet d'integrer differentes 
formes de defense en un seul processus (figure 2). Ce modele permet de mettre en lien les 
differentes facettes de la defense et est generalement accepte par la communaute scientifique. 
Phase I: Les MAMP sont reconnus par les PRR menant a la PTI, ce qui met fin a la 
colonisation. 
Phase II: Les agents pathogenes reussissant a surmonter la phase I deploient des effecteurs 
contribuant a leur virulence. Ces effecteurs peuvent interferer avec la PTI, resultant en une 
susceptibilite conduite par des effecteurs (ETS). 
Phase III: Un effecteur donne est reconnu specifiquement par une des proteines NB-LRR, 
resultant en l'ETI, de maniere directe ou indirecte. L'ETI est une reponse PTI acceleree et 
amplifiee, resultant en la resistance a la maladie et peut etre accompagnee d'une HR avec mort 
cellulaire au site d'infection. La HR retarde la croissance des agents pathogenes biotrophes. 
Phase IV: la selection naturelle conduit les agents pathogenes a annuler l'ETI soit par perte ou 
diversification du gene de l'effecteur reconnu, ou par 1'acquisition d'effecteurs additionnels 
qui suppriment l'ETI. La selection naturelle resulte dans de nouvelles specificites des genes R 
de maniere que l'ETI puisse etre reconduite. 
Certaines critiques (Boiler and Felix, 2009; Poland et al., 2009) se sont fait entendre a propos 
de ce modele puisqu'il ne permet pas d'integrer les notions de resistance quantitative et qu'il 
separe les PTI et ETI en mecanismes differents, alors qu'aucun fait ne permet de dire qu'ils ne 
sont pas regis par les memes mecanismes. 
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Figure 2. Modele en zig-zag reunissant en divers episodes consecutifs les deux branches 
du systeme immunitaire vegetal (immunite basale et resistance gene pour gene) en 
ajoutant une dimension par des gradients de defense et de pathogenicity. 
Adapte de Jones et Dangl (2006). L'hote reconnait les PAMP ce qui enclenche le processus de 
PTI. Les effecteurs pathogeniques sont deployes pour contourner la defense, resultant en une 
susceptibilite conduite par les effecteurs (ETS). L'effecteur (illustre en rouge) intercepte par 
une proteine d'avirulence (R) induit l'immunite conduite par des effecteurs (ETI). L'agent 
pathogene ayant perdu son gene de virulence reconnu et ayant acquis de nouveaux caracteres 
(effecteurs en bleu) peut infecter de nouveau l'hote, qui lui aussi doit acquerir de nouveaux 
caracteres pour detecter l'agent pathogene et apporter une HR de nouveau. 
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B.4 Resistance 
L'etat de resistance qui est cree localement souvent se propage au-dela de l'endroit ou la 
plante a ete attaquee, dans tout le systeme, et c'est ce qu'on appelle la resistance systemique 
acquise (SAR) (van Loon et ah, 2006a). Certains signaux viennent preparer la plante a donner 
une reponse de defense plus forte face a d'eventuelles attaques d'un grand spectre d'agents 
pathogenes differents. Cette resistance systemique induite et de longue duree sert a empecher 
la propagation de l'agent pathogene dans d'autres organes distaux qui n'ont pas ete encore 
atteints (de Wit, 2007; Grant and Lamb, 2006; Heil et Ton, 2008). Une communication 
s'impose au sein de la plante, et est possible grace a des signaux mobiles qui partent de 
l'organe infecte aux autres zones de la plante (figure 3). La communication a longue distance 
se produit par la translocation des signaux systemiques par les vaisseaux de la plante, ou 
encore par des signaux volatils. Les methyl salicylate, jasmonates, acide azelaique, 
terpenoi'des et autres composes volatils sont tous des signaux impliques dans la resistance 
systemique (Shah, 2009). 
La resistance a la maladie n'est pas toujours complete. La resistance dite quantitative est une 
resistance qui est exprimee comme une reduction de la maladie, plutot qu'une absence 
complete de la maladie. En fait, les resistances quantitative et menees par les genes R 
pourraient etre conditionnees par les memes mecanismes genetiques (Poland et ah, 2009). II y 
a un eventail de nuances entre la resistance complete et la susceptibilite totale. Souvent, la 
difference entre susceptibilite (interaction compatible) et resistance (interaction incompatible) 
ne semble pas liee dans l'expression de tel ou tel ensemble de genes, mais plutot a des 
differences dans la rapidite de la reconnaissance de l'agent pathogene et de 1'activation des 
mecanismes de defense, ainsi qu'a l'amplitude des reactions de defense (Bari et Jones, 2009; 
van Loon et ah, 2006b). 
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Figure 3. Resistance systemique chez un plant de peuplier. 
Tire de Philippe et Bohlmann (2007). Un signal partant de la feuille blessee se rend dans 
toutes les feuilles de la plante. Les mecanismes de defenses induites se mettent en branle. Les 
defenses peuvent attaquer directement 1'agent pathogene (dans ce cas-ci, 1'herbivore 
Malacosoma disstria) ou indirectement en relachant des composes volatils qui viendront 
attirer les predateurs ou les parasites de 1'agent pathogene. 
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B.6 Signalisation 
Avant d'elaborer une reponse de defense appropriee, differentes voies de signalisation sont 
activees apres 1'interception de signaux de danger (Boiler et Felix, 2009). Les reponses les 
plus rapides se manifestent en moins de 5 minutes. Des changements de flux ioniques de H+, 
Ca2+ et K+ se font au travers de la membrane plasmique, amenant a la depolarisation de la 
membrane (figure 4). L'ion calcium Ca2+ servirait de second messager, potentiellement pour 
activer les proteines kinases dependantes au calcium. La flambee oxydative se produit de 
maniere intense et transitoire. Le dioxygene est reduit, ce qui mene a la formation d'oxygene 
sous forme active, comme 1'anion superoxyde O2", le peroxyde d'hydro gene H2O2 et le radical 
hydroxyle OH. Les FAO, hautement reactives et toxiques, sont produites a l'aide de 
differentes enzymes, entre autres des NADPH oxydases, peroxydases et superoxyde 
dismutases (SOD) (figure 4). Les FAO ont des proprietes antimicrobiennes et sont impliquees 
dans la fortification des parois cellulaires vegetales. II y a egalement synthese d'oxyde nitrique 
(NO), qui collabore avec les FAO pour eliminer les agents pathogenes et induire la mort 
cellulaire programmed (MCP) (de Pinto et ah, 2006). Le NO est egalement implique dans la 
transcription de genes relies a la defense tel PR-1 et d'autres impliques dans la detoxification 
des FAO, comme la glutathion-S-transferase (GST) (Delledonne et ai, 2001). Les FAO 
entrainent des peroxydations en chaine des lipides membranaires; phospholipases et 
lipoxygenases sont impliquees dans le phenomene. Ces produits sont en fait les precurseurs de 
l'AJ, qui est l'une des hormones vegetales impliquees dans les reponses de defense. 
Finalement, dans les reponses precoces on retrouve egalement une activation des proteines 
kinases de la classe des MAP, menant a 1'activation de facteurs de transcription, en plus d'une 
augmentation de phosphorylation de proteines. A la suite de cette serie de changements, 
d'autres reponses sont enclenchees, dans les 5 a 30 minutes suivant la reconnaissance de 
l'agent pathogene par la plante. On note une augmentation de l'ethylene, hormone de stress, et 
de l'aminocyclopropane acide carboxylique (ACC) synthase, qui est une enzyme impliquee 
dans la synthese d'ethylene. Les facteurs de transcription actives declenchent la transcription 
de genes. Les analyses de micropuces, demontrant la reprogrammation transcriptionnelle chez 
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Arabidopsis thaliana en contexte de defense, ont revele qu'en plus des genes R, plusieurs 
centaines ou milliers de genes ont une expression differente apres 1'activation de la defense 
(Eulgem, 2005). Parmi les genes actives, notons les chalcone synthases (CHS), les PR et les 
inhibiteurs de proteases. La plupart des proteines PR possedent in vitro une activite 
antimicrobienne contre les bacteries et champignons. D'autres genes exprimes viendraient 
contribuer a 1'amplification de la reponse de defense et a la protection de la plante. De plus, 
des genes impliques dans la MCP sont egalement transcrits afin de creer la HR. 
B.7 Hormones vegetales impliquees dans la defense 
Differentes hormones vegetales participent a la reponse de defense en tant que messagers 
(figure 4). L'ethylene y a un role majeur, en tant que messager secondaire implique dans la 
resistance a la maladie (van Loon et ai, 2006a). Cette hormone stimule et amplifie les 
reponses de defense aux agents pathogenes, a la blessure mecanique et a la blessure causee par 
les herbivores. Dans les interactions incompatibles, la HR est associee une flambee de 
production d'ethylene qui arrive dans les memes temps que l'apparition de necrose (van Loon 
et al., 2006a). Deux autres hormones vegetales, l'AJ et l'AS, ont des roles complementaires 
dans la reponse de defense. L'AJ active les reponses a la blessure et aux insectes phytophages. 
L'AS est accumule lors de la SAR et lors d'attaques par des agents pathogenes biotrophes. 
Lorsque la voie de synthese de l'une de ces deux hormones se met en marche, la voie de 
1'autre ralentit grandement: ce sont des voies antagonistes. La plante peut alors activer soit la 
voie de l'AJ, soit la voie de l'AS, mais pas les deux en meme temps. La signalisation de 
defense dependrait done de la nature de 1'agent pathogene et de son mode d'action. Les 
signalisations de l'ethylene et de l'AJ operent de maniere synergique pour l'activation de la 
defense contre les necrotrophes (Grant et Jones, 2009). Plusieurs autres hormones sont 
impliquees dans des voies de signalisation en trait a la defense, mais a ce jour elles restent peu 
etudiees (Bari et Jones, 2009). 
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Figure 4. Apercu des voies de signalisation impliquees dans les reponses de defense. 
Modifiee de Buchanan et al. (2000). La cellule vegetale, par ses recepteurs membranaires, 
percoit des signaux provenant de 1'agent pathogene ou des signaux de blessure. II y a des 
changements de flux ioniques qui se produisent au niveau membranaire, ce qui declenche la 
flambee oxydative. II y a creation de FAO qui viennent alterer l'equilibre redox, qui lui 
intervient dans la HR la synthese d'ethylene et 1'activation des facteurs de transcription. Le 
peroxyde d'hydrogene intervient aussi dans la fortification de la paroi cellulaire et la 
peroxydation des Iipides. Les composes issus de la peroxydation des Iipides entrent dans la 
voie de synthese de l'AJ. Finalement, les MAPK, l'AJ, FAS et l'ethylene viennent activer des 
facteurs de transcription, qui eux, permettent la transcription de genes de protection, 
d'amplification du signal, relies a la defense et finalement a la mort cellulaire programmed. 
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C - LE PEUPLIER COMME SYSTEME MODELE 
Le peuplier est un systeme modele de choix en raison de divers avantages: l'un d'eux est qu'il 
est facilement transformable par Agrobacterium (Cseke et al, 2007). II est aussi le premier 
arbre dont le genome a ete entierement sequence (Tuskan et al., 2006) a cause de la faible 
taille de son genome. Son cycle de vie long permet Vetude de certains phenomenes qui 
n'existent pas chez les plantes modeles tels que la formation du bois et la senescence 
automnale (Jansson et Douglas, 2007). D'ailleurs, le peuplier reste une espece evolutivement 
pres de la plante modele Arabidopsis; les fonctions des genes sont souvent conservees entre 
orthologues (Jansson et Douglas, 2007). Le peuplier a egalement une importance economique 
non negligeable et est present sur la majorite des continents. 
Le peuplier est utilise dans les plantations parce qu'il pousse rapidement, densement et donne 
un bois valorise. Sous le climat frangais, la productivite peut atteindre 20 m3 par hectare par 
annee, ce qui est quatre a cinq fois plus que les autres feuillus indigenes (Berthelot et Chantre, 
2004). Comme les cultivars plantes sont peu diversifies, la populiculture est sensible au 
moindre changement pathologique. Des agents pathogenes, endemiques en foret naturelle, 
peu vent se retrouver a l'etat epidemique dans les plantations de peuplier, causant des 
dommages importants (Gagne, 2005). Les arbres affaiblis deviennent la proie d'agents 
pathogenes secondaires, ce qui peut causer la mort des arbres (Frey et Pinon, 2004). 
En France, depuis 1997, une epidemie frappe chaque annee les surfaces plantees avec la 
variete «Beaupre». En 1994, l'agent pathogene de la rouille foliaire (Melampsora larici-
populina Kleb.) a acquis le portfolio de genes necessaires a contourner la resistance deployee 
par le «Beaupre», lui permettant depuis d'infecter avec succes cette variete, ce qui provoque 
des pertes de croissance de 1'arbre jusqu'a 60% de l'accroissement annuel en circonference 
(Berthelot et Chantre, 2004). Au Quebec, la rouille europeenne (M. larici-populina) a 
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recemment fait son apparition et represente une menace pour la populiculture etant donne 
l'absence de resistance a cette espece chez les peupliers d'ici. 
L'etude sur les arbres permet, entre autres, de voir 1'adaptation des mecanismes de defense a 
long terme. Les especes perennes ont une plus grande probabilite de se faire attaquer par des 
agents pathogenes avant leur stade de reproduction. De plus, leur croissance plus lente les rend 
inaptes a suivre rapidement revolution des agents pathogenes qui eux ont plusieurs 
generations chaque annee. En tenant compte de ceci, les mecanismes de defense des plantes a 
cycle de vie court ne s'appliquent peut-etre pas systematiquement aux especes perennes. 
D - ROLES DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION 
D.l Generalites 
L'expression des genes eucaryotes est assujettie a une modulation fine pour permettre la 
transcription au bon endroit et au bon moment. Pour cela, la transcription effectuee par l'ARN 
polymerase II est soumise a toute une panoplie de regions regulatrices, la plupart etant situees 
dans la region promotrice, c'est-a-dire la sequence en amont de la region codante du gene 
qu'elle regule. Souvent, c'est la boite TATA, placee a environ 30 paires de bases (pb) du site 
de depart de la transcription qui permet le recrutement de l'ARN polymerase II. Des elements 
voisins de la boite TATA, appeles elements cis, stimulent la transcription. Us sont composes 
de motifs specifiques reconnus par la proteine correspondante, impliquee dans l'initiation de la 
transcription. Les facteurs de transcription permettent d'effectuer la regulation 
transcriptionnelle en se liant ou en relachant la sequence nucleotidique en amont des genes 
qu'ils regulent. Plusieurs facteurs activent la transcription mais certains la repriment. Les 
elements cis peuvent etre situes a plusieurs centaines de kilobases (kb) du site d'initiation de la 
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transcription. Les facteurs de transcription lies a ces elements lointains peuvent etre en contact 
avec le complexe d'initiation de la transcription en repliant l'ADN pour en faire une boucle, 
rapprochant l'element cis de la boite TATA. Ce repliement peut avoir lieu par une liaison avec 
d'autres facteurs de transcription, ou encore avec des elements de la machinerie 
transcriptionnelle. En fait, un point critique de la regulation est la transcription des genes 
codant pour les facteurs de transcription eux-memes (Lodish et ai, 1997). Plusieurs facteurs 
de transcription ne s'expriment que dans certains types cellulaires, ou que dans certains etats 
de la cellule, par exemple lors de la division, de la floraison, ou encore lors d'une attaque par 
des microorganismes pathogenes. 
Les plantes ont la possibilite de moduler leur reponse de defense a la fois par l'intensite de 
cette reponse mais egalement en la modifiant dans le temps. Cette regulation peut avoir lieu a 
differentes etapes de 1'expression du gene et est particulierement importante lors de la 
transcription. La transcription est soumise a une combinaison de facteurs de transcription, 
activateurs et represseurs, qui s'attachent ou relachent les elements cis du gene qu'ils regulent. 
Plusieurs families de facteurs de transcription sont impliquees dans la regulation genique de la 
defense (Eulgem, 2005). 
D.2 Regulation de la transcription par les proteines WRKY 
Les proteines WRKY font partie d'une grande famille de facteurs de transcription, presente 
chez les plantes et plusieurs autres eucaryotes. II y aurait 72 genes WRKY dans le genome 
d'Arabidopsis, 104 chez le peuplier et plus de 100 chez le riz (Dong et al, 2003). On a 
retrouve egalement des representants WRKY chez les fougeres (e.g. Ceratopteris richardii), 
les mousses (e.g. Physcomitrella patens), les algues vertes (e.g. Chlamydomonas reinhardtii), 
les protistes unicellulaires (e.g. Giardia lamblia), ainsi que chez les amibes (e.g. Dictyostelium 
discoideum), ce qui porterait a croire que les genes WRKY sont apparus chez les eucaryotes il 
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y a 1,5-2 milliards d'annees, pour ensuite se diversifier chez les plantes mais disparaitre chez 
les animaux et les levures (Ulker et Somssich, 2004). Les proteines WRKY etudiees a ce jour 
sont, pour la plupart, impliquees dans les reponses aux stress biotiques et abiotiques (Pandey 
et Somssich, 2009). Elles partagent toutes un ou deux domaines de liaison a l'ADN, nommes 
domaines WRKY, qui comprennent la sequence peptidique conservee WRKYGQK et un 
motif doigt de zinc. Ce domaine se lie a la boite W, dont la sequence nucleique est TTGAC/T, 
incluant la sequence-cceur, TGAC. Ce domaine est egalement situe dans les promoteurs des 
genes regules par les WRKY (Li et al, 2006; Du et Chen, 2000). On sait maintenant que les 
facteurs de transcription de la famille WRKY lient preferentiellement certains nucleotides a 
d'autres de chaque cote de la boite W, mais d'autres etudes doivent etre faites pour determiner 
s'il n'y aurait pas un motif plus precis (Ciolkowski et al., 2008). Un agencement 
palindromique de boites W viendrait augmenter significativement le niveau d'expression du 
gene regule (Cormack et al., 2002). Les WRKY sont divises en trois groupes (Eulgem et al., 
2000). Le groupe I comporte les proteines avec deux domaines WRKY. Le groupe II regroupe 
les proteines WRKY qui contiennent un seul domaine WRKY, soit la plupart des proteines 
WRKY. Le motif doigt de zinc de ces premiers groupes est de type C2-H2, alors que pour le 
groupe III il est de type C2-HC. Peu importe le type, le motif doigt de zinc semble fonctionnel 
et important (Cormack et al., 2002). Les WRKY semblent fonctionner en reseau, comme 
regulateurs positifs et negatifs de la reponse de defense. Etant donne le nombre important de 
membres dans la famille, certains WRKY ont des fonctions redondantes et d'autres, doubles 
(Pandey et Somssich, 2009). Par ailleurs, la formation d'homodimeres augmenterait le taux de 
transcription (Cormack et al, 2002). Les promoteurs des genes AtWRKY inductibles aux 
agents pathogenes sont fortement enrichis en boites W, suggerant que les boucles de 
regulation par les WRKY constituent un principe general dans les reponses immunes des 
plantes (Dong et al., 2003). Le reseau WRKY pourrait a la fois induire rapidement les 
reponses de defense et les diminuer peu apres afin de limiter les degats causes a la plante par 
ses propres molecules. 
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Activation immediate des genes precoces. 
Figure 5. Modele hypothetique selon lequel les facteurs de transcription WRKY seraient 
constitutivement lies au promoteur. 
Adapte de Ulker et Somssich (2004). Apres reception d'un signal, les MAPK viendraient 
modifier la conformation des WRKY pour activer la transcription des genes de defense ainsi 
que leurs propres genes. Les proteines WRKY activees pourraient aussi prendre la place de 
facteurs WRKY constitutivement lies aux boites W. 
Une etude de Shen et al. (2007) a demontre une association physique entre une proteine R et 
deux facteurs de transcription WRKY, suggerant que le recepteur active ciblerait ces facteurs 
de transcription. Les promoteurs des genes PR-1 et d'autres genes de defense regules de la 
meme maniere ont un enrichissement en boites W, ce qui suppose que les facteurs de 
transcription WRKY ont un role majeur dans la regulation des genes de defense (Maleck et 
al, 2000). Ulker et Somssich (2004) ont emis l'hypothese que les proteines WRKY seraient 
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liees constitutivement aux boites W du promoteur, mais modifiees par des kinases de type 
MAPK en periode de stress (figure 5). D'ailleurs, il a deja ete demontre qu'une cascade de 
MAPK viendrait agir sur des facteurs de transcription WRKY pour conferer une resistance 
contre des agents pathogenes bacteriens et fongiques (Asai et al, 2002). 
Certains WRKY ont regu une attention particuliere de la part des chercheurs; WRKY70 dans 
le modele Arabidopsis en est un bon exemple. Lorsque exprime constitutivement, il ameliore 
la resistance amenee par l'AS mais compromet la resistance conduite par l'AJ; il agirait done 
comme activateur des genes induits par l'AS et represseur de ceux induits par l'AJ (Li et al, 
2004). La surexpression de WRKY70 augmenterait la resistance au champignon biotrophe 
Erysiphe dehoracearum, mais rendrait susceptible au champignon necrotrophe, Alternaria 
brassicicola (Li et al, 2006). Cependant, l'inactivation de WRKY70 n'altererait pas les 
reponses des voies de l'AJ et de l'AS (Ren et al, 2008), ce qui renforcerait l'hypothese selon 
laquelle les WRKY ont des fonctions redondantes (Eulgem 2005). Finalement, ce facteur de 
transcription serait meme implique dans la senescence (Ulker et al., 2007). Les genes 
AtWRKY18, AtWRKY40 et AtWRKY60 partagent partiellement certaines fonctions dans la 
regulation de la defense chez l'Arabidopsis. Les doubles mutants de perte de fonction 
wrky18140, wrky 18/60 et le mutant triple wrky 18/40/60 sont plus resistants a la bacterie 
hemibiotrophe Pseudomonas syringae comparativement a des plants sauvages (Xu et al, 
2006). Cependant, ces memes mutants sont plus susceptibles au champignon Botrytis cinerea, 
qui lui est necrotrophe (Xu et al., 2006). Paradoxalement, 1'expression constitutive de 
WRKY 18 augmente la resistance d'Arabidopsis a P. syringae alors que les coexpressions de 
WRKY 18/40 ou WRKY 18/60 rendent les plantes plus susceptibles aux deux agents pathogenes 
(Xu et al, 2006). Dans une autre etude, on rapporte que les mutants wrky 18, wrky40, wrky60, 
wrkyl8/60 et wrky40/60 sont plus susceptibles a l'agent pathogene Golovinomyces orontii, qui 
cause le mildiou, alors que les mutants wrky!8/40 et wrkyl8/40/60 demontrent une resistance 
presque totale (Shen et al, 2007). Le double mutant wrky 18/40 est resistant a G. orontii, mais 
developpe plus de necroses, ce qui suggere que WRKY 18 et WRKY40 ont des roles de 
represseur de la defense et viendraient freiner les reactions de defense avant d'atteindre un 
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seuil nefaste pour la plante (Shen et al., 2007). En contraction avec cette etude, une autre 
equipe a demontre que WRKY18 serait un facteur de transcription positif necessaire a 
l'induction de la SAR (Wang et al., 2006). 
D.3 WRKY23 
Chez Arabidopsis, le facteur de transcription WRKY23 semble etre un regulateur negatif de la 
reponse de defense. En effet, une sous-expression de AtWRKY23 entraine une meilleure 
resistance de la plante au nematode (Grunewald et al, 2008). Notre laboratoire a demontre 
que PtWRKY23, l'orthologue de WRKY23 d'Arabidopsis, est implique dans la regulation de 
la defense (Levee et al., 2009). Le nombre de transcrits de PtWRKY23 double 3 jours apres la 
mise en contact avec 1'agent pathogene causant la rouille du peuplier M. medusae. PtWRKY23 
est egalement surexprime apres blessure mecanique, traitement au chitosane (un des 
composants de la paroi des mycetes, qui declenche la PTI) ou traitement a l'AS. Des peupliers 
transgeniques surexprimant et sous-exprimant le gene PtWRKY23 ont ete crees. Des analyses 
par micropuces ont ete realisees a partir des plants surexpresseurs: pres de 600 genes ont une 
expression quantitativement differente par rapport au peuplier non modifie. Du nombre total 
de genes deregules, 402 sont sous-exprimes alors que les 195 autres genes sont surexprimes: 
ces donnees suggerent que PtWRKY23 est un regulateur negatif, agissant directement ou 
indirectement sur l'expression de ces genes deregules. La plupart des genes deregules sont 
relies au metabolisme, au stress, a la transcription ou a la signalisation traductionnelle. Les 
genes reprimes dans ces memes plants sont en majeure partie des genes participant au 
metabolisme, entre autres dans la synthese de la lignine et dans la construction de la paroi 
cellulaire. D'ailleurs, la sous-expression de PtWRKY23 resulte en une plus grande lignification 
de la vascularisation de la feuille pres des sites d'infection par M. medusae: PtWRKY23 
semble done reduire 1'accumulation de lignine apres une infection. Comparativement a des 
plants sauvages, les plants surexpresseurs, lorsque blesses, accumulent moins de H2O2, alors 
que les sous-expresseurs, au contraire, en accumulent davantage. D'ailleurs, ces resultats 
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correspondent avec la quantification de l'activite peroxydase, qui detoxifie en transformant le 
peroxyde en H20, qui est deux fois plus elevee dans les surexpresseurs et 1,9 fois moindre 
dans les sous-expresseurs (Levee et al, 2009). Des analyses par micropuces ont ete realisees a 
partir des plants surexpresseurs; des 597 genes deregules, pres de la moitie sont communs 
avec les genes induits par la rouille. Les deux types de lignees transgeniques ont une 
susceptibilite plus importante a la rouille que ne Test le plant sauvage. De plus, les memes 
observations ont ete faites sur des lignees transgeniques de clone NM6 (Populus nigra x 
Populus maximowizcii) surexprimant ou sous-exprimant PtWRKY23. Ces lignees sont plus 
susceptibles a M. medusae f.sp. tremuloidae (Mmt), alors que le clone NM6 sauvage est 
resistant a Mmt. La modification de 1'expression de PtWRKY23 viendrait compromettre la 
resistance a la rouille. Une explication plausible serait que WRKY23 aurait un effet sur un 
autre facteur de transcription dans les plants sous-expresseurs, qui lui engendrait l'etat de 
susceptibilite. Une autre serait que WRKY23 aurait des fonctions opposees selon le type 
cellulaire, que viendrait influencer la surexpression ou la sous-expression du transgene. 
E - EXPRESSION TRANSITOIRE PAR AGROBACTERIUM 
L'insertion d'un ADN exogene et la synthese de la proteine qu'il code dans la cellule 
transformee est transitoire lorsqu'il n'y a pas de processus de selection forcant la cellule a 
conserver cette construction. On utilise cette methode pour verifier la localisation cellulaire 
d'une proteine, de produire une proteine a petite echelle, ou qu'une proteine est exprimee dans 
un certain contexte selon la regulation exercee par le promoteur de son gene. 
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E.l. Mecanisme 
U Agrobacterium tumefaciens est une bacterie du sol causant la tumeur du collet chez les 
vegetaux. Elle infecte son note au niveau d'une blessure racinaire ou du collet et lui transmet 
un plasmide qui comporte des elements genetique specifiques (figure 6). Les cellules vegetales 
infectees sont piratees par les genes de 1'agent pathogene qui peut alors utiliser la machinerie 
cellulaire de la plante a ses propres fins, synthetisant des opines, en plus d'entrainer la 
surproduction d'hormones de croissance vegetale, et c'est ce qui causera la formation de 
tumeurs sur la plante. Le processus de la transformation genetique de cellules vegetales par 
VAgrobacterium repose sur les activites d'un large plasmide induisant la tumeur (Ti) residant 
dans les souches virulentes. Les proteines codees par les genes d'induction de tumeur (vir) de 
ce plasmide permettent la reconnaissance, 1'attachement de la cellule hote et le transfert 
genique. Une portion du plasmide Ti, l'ADN transfere (ADN-T), est transferee dans les 
cellules de la plante, integree dans le genome nucleaire, et exprimee. Le resultat en est la 
production d'enzymes qui catalysent la synthese d'hormones vegetales, responsables de la 
croissance de la tumeur, et la formation d'opines, qui servent de source de carbone et d'azote 
pour l'agrobacterie. L'expression des genes de l'ADN-T de la bacterie se fait done avec la 
machinerie cellulaire de l'hote (Citovsky et al, 2007; Gelvin, 2003; McCullen et Binns, 
2006). 
Certains facteurs sont tres importants pour le succes de 1'agro-infection, comme la qualite du 
materiel vegetal et le genotype de la plante (Santos-Rosa et al, 2008). Des plants en bonne 
condition physiologique obtiennent un meilleur taux de transformation que des plants qui ont 
une division cellulaire plus ralentie. Egalement, certaines especes de peuplier sont faciles a 
transformer alors que d'autres necessitent des mesures plus elaborees pour y arriver (Cseke et 
al, 2007). 
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Figure 6. Transformation par Agrobacterium, du phenomene naturel a l'utilisation en 
laboratoire 
Adapte d'un schema du Groupement national interprofessionnel des semences et plants 
(www.gnis.fr). 
A. L'ADN-T de la bacterie est integre dans le genome de la plante, permettant la synthese de 
proteines bacteriennes par la machinerie traductionnelle vegetale, ce qui cause le 
developpement de tumeurs. 
B. Pour permettre l'expression du gene d'interet plutot que des genes bacteriens, la region de 
virulence est conservee sur un plasmide different et 1'ADN-T est remplace par le gene 
d'interet. Lors de l'infection, il y aura transfert de la construction genetique puis expression du 
gene rapporteur sans qu'il n'y ait de tumeur. 
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E.2 Vecteurs binaires 
Les vecteurs binaires ont revolutionne l'utilisation d'Agrobacterium pour introduire des genes 
dans les plantes. La region T et les genes vir peuvent etre separes en deux replicons differents, 
un plasmide portant la region T (le vecteur binaire), un autre contenant les genes vir (plasmide 
Ti modifie). Le plasmide Ti modifie a une deletion au niveau de la region T, eliminant 
l'induction de tumeurs. Quand les deux replicons sont dans la meme cellule d'Agrobacterium, 
les produits des genes vir peuvent agir en trans sur la region T et enclencher le transfert de 
l'ADN-T. Les vecteurs binaires peuvent aussi se manipuler dans Escherichia coli, et 
contiennent generalement un site de clonage multiple dans la region T ou les genes d'interet 
peuvent etre clones (Gelvin, 2003). 
E.3 Transformation stable et transitoire 
Les plantes obtenues par transformation stable ont une insertion du gene d'interet dans l'ADN 
chromosomique, ce qui peut requerir la production de cellules embryogenes ou necessiter 
l'organogenese afin de generer des plants qui ont le caractere souhaite (Andrews et Curtis, 
2005). Par contre, l'obtention des resultats par l'expression transitoire est plus rapide puisqu'il 
n'y a pas de selection ni de generation de plants a faire, ce qui prend plusieurs semaines, ou 
meme mois, selon l'espece choisie. L'expression transitoire est definie par une expression 
rapide resultant de 1'introduction de l'ADN-T qui ne fusionne pas avec l'ADN 
chromosomique et reste comme ADN episomique dans le noyau de la cellule vegetale 
(Andrews et Curtis, 2005; Collens et al, 2007; Yoshioka et al, 1996). L'expression genique 
prend place en quelques jours apres l'introduction d'Agrobacterium dans les tissus de la 
plante. Comme il n'y a pas pression de selection pour la proliferation des cellules contenant le 
gene d'interet, on privilegie la penetration d'ADN-T dans le plus de cellules possible plutot 
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que d'essayer de faire proliferer les rares cellules qui ont integre dans leurs chromosomes le 
gene d'interet (Andrews et Curtis, 2005). 
L'un des avantages d'utiliser l'expression transitoire par VAgrobacterium est que la synthese 
de proteines debute entre 36 et 48 heures apres le depart de la co-culture (Yoshioka et al, 
1996). Le sommet temporel des niveaux proteiques est atteint approximativement 2 a 3 jours 
apres la transfection (Yoshioka et al, 1996). Apres 1'introduction de l'ADN dans le noyau 
vegetal, une flambee d'expression genique precede l'integration du transgene au genome. La 
transformation transitoire permet de detecter l'expression du gene introduit ainsi que de 
produire de petites quantites de la proteine d'interet en quelques jours. 
E.4 Avantages de l'utilisation de I'agrobacterie 
L'expression transitoire de genes est un outil efficace pour analyser leurs fonctions dans la 
resistance a la maladie chez les plantes, par exemple pour etudier le role des stilbenes contre le 
mildou, en surexprimant une stilbene synthase dans des feuilles de vigne avant d'infecter avec 
le Plasmopara viticola (Santos-Rosa et al., 2008). La transformation par VAgrobacterium a 
ete utilisee dans un bon nombre de plantes ainsi que dans plusieurs autres eucaryotes, allant 
jusqu'aux cellules humaines (Lacroix et al, 2006). L''Agrobacterium a l'habilete de 
contourner des procedes cellulaires fondamentaux partages par une majorite d'organismes 
eucaryotes, ce qui lui permet d'infecter des especes aussi variees (Citovsky et al, 2007). 
Virtuellement n'importe quel ADN clone dans l'ADN-T peut etre transfere dans des cellules 
vegetales (McCullen et Binns, 2006). 
Le bombardement d'ADN est une methode alternative a 1'agro-infection, permettant la 
penetration de l'ADN dans les cellules par un moyen mecanique. L'utilisation de la methode 
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par biolistique entraine automatiquement une blessure, causee par le bombardement de billes 
d'or ou de tungstene dans un tissu. La blessure viendra possiblement activer certaines reponses 
de defense, ce qui peut etre interessant lorsqu'on veut etudier des cellules transformees avec la 
construction d'une region promotrice d'un gene de defense couplee a un gene rapporteur. La 
biolistique a par contre quelques desavantages, comme son cout eleve et sa methodologie plus 
complexe. De plus les cellules d'un meme echantillon ne sont pas toutes traitees de la meme 
maniere, cela depend de leur localisation par rapport au rayon de bombardement. L'infection 
par VAgrobacterium, quant a elle, est vraiment simple d'utilisation et permet de generer de 
grandes quantites de donnees (Berger et ah, 2007). 
E.5 Avantages d'un systeme de cellules en suspension 
II est avantageux d'utiliser des cultures de cellules en suspension plutot que des feuilles ou 
plants entiers pour diverses raisons. II est connu que les cellules vegetales en division sont plus 
efficacement transformees (McCullen et Binns, 2006). Par exemple une culture de cellules en 
suspension de Nicotiana glutinosa a obtenu un plus grand taux d'expression du gene 
rapporteur que sa culture de racine, parce que la transformation sur cette derniere est limitee 
aux cellules en division active en surface du tissu (Collens et ah, 2007). Les cultures de 
cellules en suspension ont une croissance plus rapide que les cultures de racine, ce qui prend 
moins de temps pour generer du materiel vegetal transforme. Les cultures de cellules en 
suspension peuvent avoir une population plus homogene et il est possible d'en produire de 
grands volumes. L'infiltration de feuilles est une technique rapide d'expression transitoire de 
proteines, mais elle necessite la culture de plants entiers, ce qui peut etre contraignant lors 
d'essais a grande echelle ou lors de la production de plusieurs proteines differentes (Andrews 
et Curtis, 2005). Finalement les cultures stables in vitro presentent l'avantage d'avoir moins de 
variability dans les resultats obtenus par rapport a des experiences utilisant des tissus entiers 
comme pour l'infiltration de feuilles (Andrews et Curtis, 2005). Cependant, un systeme de 
cellules en suspension ne permet pas de faire une localisation au niveau de la plante, par 
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exemple d'identifier les genes exprimes dans tel organe. Certaines proteines ne sont 
synthetisees que dans certains organes : de telles molecules ne sont pas produites dans des 
cellules dedifferenciees. 
E.6 Reponses de defense engendrees par VAgrobacterium 
II est commun de voir que les plantes repondent differemment aux eliciteurs generaux de 
stress. Selon le systeme d'etude utilise, les resultats obtenus sont contradictoires sur le fait 
qu'Agrobacterium induit ou non des reactions de defense. Une etude a demontre que des 
souches desarmees d'Agrobacterium entrainent l'expression du gene PR-1 lorsque infiltre 
chez le Nicotiana tabacum (Pruss et al, 2008). Une autre a revele qu'Agrobacterium utilise la 
voie de signalisation des MAPK a son usage, pour le transport de son ADN-T dans le noyau 
de l'hote (Djamei et al, 2007). Plusieurs des reponses declenchees par VAgrobacterium 
semblent faire partie de la reponse generate aux bacteries, car des effets similaires sont 
observes en presence d'Escherichia coli (Ditt et al, 2001; Pruss et al, 2008). Dans le cadre de 
notre projet, l'expression des genes candidats sera quantified afin d'evaluer l'influence 
d'Agrobacterium sur la reponse de defense dans le systeme employe ici. 
F - HYPOTHESES ET OBJECTIFS 
F.l. Problematique 
Par le sequengage de son genome et la creation d'outils en decoulant, le peuplier est un 
systeme important dans l'etude des vegetaux. Sa croissance rapide en fait un choix judicieux 
dans les plantations d'arbres. Cependant, la monoculture le rend sensible aux agents 
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pathogenes. De plus, le phenomene des changements climatiques et 1'augmentation des 
voyages internationaux favorisent la rencontre entre agents pathogenes et notes qui n'ont pas 
co-evolue ensemble: les systemes de defense des notes ne sont pas forcement adaptes a ces 
nouveaux agents pathogenes. Plusieurs rouages de la defense chez les plantes restent 
meconnus. II apparait essentiel de comprendre les mecanismes de defense afin de pouvoir 
intervenir au mieux dans la lutte aux agents pathogenes emergents tout en favorisant la 
defense autonome de l'arbre. Les facteurs de transcription WRKY semblent jouer un role clef 
dans la defense des plantes. L'adaptation d'un systeme de transformation transitoire dans des 
cellules de peuplier permettrait une nouvelle approche dans 1'etude de la regulation des genes 
de defense. 
F.2. Hypotheses 
La presence d'un nombre eleve de boites W dans la region promotrice d'un gene indique sa 
regulation par le facteur de transcription PtWRKY23. De plus, l'utilisation d'un systeme de 
transformation transitoire de cellules de peuplier permet l'etude des genes regules par 
PtWRKY23. 
F.3. Objectifs 
• Obtenir une meilleure comprehension du mecanisme de regulation des facteurs de 
transcription WRKY. Pour atteindre cet objectif, il faudra: 
o determiner les genes potentiellement regules par le facteur de transcription 
PtWRKY23. 
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o comparer le nombre de boites W dans cette liste de genes et dans une serie de 
genes aleatoirement selectionnes et non regules par PtWRKY23. 
o determiner qualitativement a l'aide du rapporteur colorimetrique GUS l'expression 
des genes transformes au sein des cellules de peuplier surexprimant ou exprimant 
de maniere endogene le facteur de transcription PtWRKY23. 
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CHAPITRE 1 
MATERIEL ET METHODES 
1.1 COMPTAGE DES BOITES W 
A partir de plants de peuplier transgeniques surexprimant le gene PtWRKY23, des analyses par 
micropuces ont ete faites (Levee et ah, 2009). De la, tous les genes dont la difference 
d'expression (fold change) etait superieure a 2 ou inferieure a 0,50 et dont la valeur p est plus 
basse que 0,05 ont ete selectionnes, pour un total de 600 genes. Les sequences des 2 000 paires 
de bases en amont de la region non traduite en 5' (5'-UTR) des promoteurs choisis ont ete 
prises dans la banque de donnees du genome de peuplier sequence, pour le clone Nisqually-1 
(Tuskan et ai, 2006). Les motifs de la boite W ont ete reperes par le logiciel PLACE 
[http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html (Higo et ah, 1999; Prestridge, 1991)]. La 
moyenne du nombre de boites W par sequence promotrice a ete calculee, pour les genes 
surexprimes, sous-exprimes ou deregules (les genes surexprimes et les genes sous-exprimes 
dans un meme ensemble) par la surexpression de WRKY23. A titre comparatif, cette meme 
moyenne a ete calculee pour un ensemble de 156 genes qui ne semblent pas regules par 
WRKY23, c'est-a-dire la totalite des genes dont la difference d'expression se situe entre 
0,8696 et 1,15, et dont la valeur p est plus basse que 0505, pour la meme experience faite par 
Levee (2009). 
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1.2 COMPARAISON AVEC ARABIDOPSIS 
Un ensemble de genes (tableau 1) a ete selectionne pour pousser plus en details les analyses 
sur les promoteurs. Les genes decrits dans la litterature comme etant impliques dans la reponse 
de defense ont ete retenus. Certains genes deregules par la surexpression de PtWRKY23 font 
egalement partie de l'ensemble de genes etudies. Les emplacements des boites W des 
sequences promotrices de peuplier ont ete compares avec ceux des orthologues putatifs 
d'Arabidopsis (trouves sur www.jgi.doe.gov). Les sequences promotrices d'Arabidopsis ont 
ete prises sur le site TAIR (www.arabidopsis.org). 
Tableau 1. Noms complets des genes etudies, avec gene modele, identifiant de proteine et 
orthologue putatif d'Arabidopsis correspondants 
Nom du gene 
Mitogen-activated protein kinase MAPK3-1 
Vegetative storage protein PM288 
Chalcone synthase CHS3 
Chalcone synthase CHS6 
Kunitz trypsin inhibitor TI4 
Kunitz trypsin inhibitor 775 
Zinc finger protein ZFP1 
Zinc finger protein ZFP 
Polyphenol oxydase PPOl 
Hevein PR-4 
Cyclin-dependent protein kinase 2 CDC2 
Eukaryotic translation initiation factor 4 EIF4 
Gene modele 
estExt_fgenesh4_pm.C_LGJX0462 
eugene3.00190336 
es tExt_fgen es h4_pg. C_LG_I0450 
eugene3.00031462 
eugene3.000 40289 
gwl.XIX.2223.1 
grail3.0022029401 
estExt_Genewisel_vl.C_LG_XIV0633 
eugene3.00110805 
estExt fgenesh4_pg.C_LG_XIII0199 
grail3.0056004702 
estExt_Genewisel_vl.C_LG_VI0160 
Protein ID 
833180 
573862 
814872 
554829 
555576 
249823 
659738 
730802 
568791 
823674 
648419 
716781 
Orthologue putatif Arabidopsis 
(AGI locus identifier) 
At3g45640 
At4g24340 
At5gl3930 
At5gl3930 
Atlgl7860 
Atlg73325 
At2g28710 
Atlg27730 
Pas d'orthologue 
A t3 "047 20 
At3g48750 
At3gl3920 
Ces informations sont tirees du site internet du JGI (www.jgi.doe.gov). 
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1.3 CULTURE CELLULAIRE 
Une suspension cellulaire du clone 717 {Populus tremula x Populus alba) a ete developpee a 
partir de sections d'entre-noeuds de plants cultives in vitro. Les sections ont ete cultivees dans 
dans un milieu Murashige et Skoog (MS) organique a pH 5,7 contenant 30 g/L de saccharose, 
additionne de vitamines MS (Invitrogen, Carlsbad, CA), d'acide 2,4-dichlorophenoxyacetique 
a 5 [xM, de glutamine a 0,05 mg/mL et de cysteine a 0,25 [xg/mL, pendant une dizaine de 
semaines, toujours sous agitation, jusqu'a la proliferation de cellules dedifferenciees en 
suspension. Les cellules ont ete cultivees dans le meme milieu decrit ci-dessus, sous une 
agitation constante de 120 rotations par minute (rpm), a 22°C a l'obscurite. Elles sont 
repiquees aux 7 jours, en utilisant 10 mL de culture avec 30 mL de milieu frais. 
1.4 CLONAGE DES PROMOTEURS ET DU FACTEUR DE TRANSCRIPTION 
Les sequences nucleiques des promoteurs ont ete obtenues par PCR (94°C 20 sec, 72°C 3 min 
sur 7 cycles; 94°C 20 sec, 67°C 3 min pendant 32 cycles; 67°C 7 min) sur l'ADN genomique 
du clone Nisqually-1 (P. trichocarpa), a l'aide de la polymerase haute fidelite Advantage II de 
Clontech (Mountain View, CA) selon les recommandations du manufacturier. Les amorces 
(tableau 2) ont ete elaborees a partir des donnees du sequencage du genome (JGI P. 
trichocarpa version 1.1; Tuskan et al, 2006). Les sequences donees sont d'environ 2 000 
paires de bases en amont du codon ATG, site de depart de la traduction. Un premier clonage a 
eu lieu dans le vecteur pCR2.1, puis un sous-clonage a ete fait dans le vecteur 
pCAMBIA1391z, en amont du gene GUS tel que decrit dans Vigneault et al. (2007). Le gene 
PtWRKY23 (Levee et al., 2009) a ete clone en aval du promoteur d'UBI, dans le vecteur 
pCAMBIA2300 (Cambia, Brisbane, Australie). Ces constructions ont ete transformees dans la 
souche AGL1 d'Agrobacterium tumefaciens tel que decrit par Chabaud et al. (2003). 
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1.5 TRANSFORMATION TRANSITOIRE PAR VAGROBACTERIUM 
1.5.1 Co-culture 
Les differences etapes de l'agrotransformation ont ete adaptees de la methode decrite par 
Berger et al. (2007). Les cellules d'Agrobacterium etaient cultivees avec de la kanamycine a 
50 ng/mL et de la carbenicilline a 25 [ig/mL a partir de souches congelees, toute la nuit a 
28°C. La production de la deuxieme culture se fait sous les memes conditions de croissance 
mais avec l'ajout d'acetosyringone a une concentration de 50 ^M. Les bacteries ont ete 
centrifugees et resuspendues afin d'etre 4 fois plus concentrees qu'une densite optique (DO) 
equivalente a 1, dans le milieu pour cellules 717 supplements de 100 fxM d'acetosyringone. 
Les cellules de peuplier (72 heures apres repiquage, diluees 1/4 dans leur milieu contenant 100 
u.M d'acetosyringone) ont ete distribuees dans des plaques de culture cellulaire en polystyrene 
a 6 puits (Cellstar Greiner Bio-one, Monroe NC), a raison de 3 mL par puits. Les bacteries 
sont ajoutees a une DO de 0,3- La co-culture se fait de 4 a 6 jours, a l'obscurite a 22°C sous 
une agitation de 120 rpm. 
Deux souches d'Agrobacterium (l'une contenant le promoteur, l'autre, le facteur de 
transcription WRKY23) sont utilisees par episode de transformation. Des quantites egales de 
chaque souche ont ete distribuees dans les puits, pour un total de cellules bacteriennes 
equivaiant a une L>\J cie u,i ou u,&. L^ es ecfiantiuons soni compaies a ues icmuins iniecies par 
deux souches, l'une contenant la construction du promoteur, l'autre contenant le meme vecteur 
mais vide, sans facteur de transcription, afin d'obtenir les memes quantites de bacteries ayant 
le promoteur et de bacteries totales. Ces memes principes ont ete utilises pour l'experience de 
transformation transitoire des cellules, a l'exception ou il n'y a pas eu d'ajout de cellules 
bacteriennes contenant le facteur de transcription. 
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Tableau 2. Sequences des amorces utilisees pour le clonage des sequences promotrices 
des genes suivants, a partir d'ADN genomique de P. trichocarpa. 
Nom du gene 
MAPK3-1 
VSP 
CHS3 
CHS6 
TI4 
775 
ZFP1 
ZFP10 
PPOl 
hevein 
CDC2 
EIF4A-2 
Amorce sens 
Amorce anti-sens 
5'-GGTTCTTTTCGAGCACAGGTAAGG-3' 
5-GTCCTCGGTTTCTTTTCTGTTGTCTG-3' 
5'-CGGGATCCCGTTCGTCGAGCTATCAATCAGACTC-3' 
5'-GGAATTCCTGATTCCCCTGGAGAAAGCGAAAG-3' 
5'-CCCAAGCTTGGGCTGGTTGCAAACCCGTTGAC-3' 
5-CGGGATCCCGACTCTTTTCTTGGCCGGATAGAAC-3' 
5'-CGGGATCCCGGCTGATTGGAGACCTTGAGTTGACG-3' 
5'-GGAATTCCATTTTCTTTTTGTTGGGGGAGAAAAC-3' 
5'-GGAGCAAGAACACTrTATCCACC-3' 
5 '-GGCTC AGT ATA AGCTTCTATTGAC GG- 3' 
5'-CCTCTACTTGATATAGCATGAGGAGCATACC-3' 
5'-GGAGCAGTGTCAATGTGGAAGC-3' 
5'-CTGCAGTATGGATCACCCTAGTATCGC-3' 
5'-GGATCCGGTATAAGAATATGAACAATAAGGGTT-3' 
5'-CTGCAGTGTTGTCAGTGGAGCTATGG-3' 
5'-GGATCCCTGATTCGTTTTCTTAATATAGAAAGC-3' 
5'-CCCAAGCTTGGGTCCTCTGGTCTTGAACTATCCTAAC-3' 
5'-CGGGATCCCGTACGGTGAGGCTGAAAGTAGGAGAG-3' 
5'-CCCAAGCTTGGGTCACACTCTCATGACACGAATCTC-3' 
5'-CGGGATCCCGTTCTTAACCCACCTAGGTACTTTTC-3' 
5 '-CA AATGTGC GCTG ATG ATG-3' 
5-GATCCATGGGAATGGGTATG-3' 
5'-CCCAAGCTTGGGCTGACAGCTTGGAATGGAACCAATATTG-3' 
5'-GGAATTCCGACTGCAAACAGTAGCCAACAAATAAC-3' 
Les sequences en gras sont les sites de restriction ajoutes. 
35 
1.5.2 Revelation GUS 
Les echantillons ont ete filtres sur des filtres dont la taille des pores est de 25 microns 
(Whatman, Maidstone, Royaume-Uni) puis incubes avec le filtre dans 1,6 mL de x-
glucuronide (BioVectra, Charlottetown, Canada) a une concentration de 0,7859 jxg/mL dans 
un tampon phosphate de sodium (Jefferson et ah, 1987). Les filtres imbibes sont incubes a 
37°C pendant 24 heures. Les photos des echantillons colores sur filtre ont ete prises a l'aide 
d'un appareil Nikon Coolpix 4500 a un grossissement de 4,3X. Les photos ont ete eclaircies et 
decoupees a l'aide du logiciel Paint.NET (version 3.35), puis assemblies par Adobe Illustrator 
(version 10.0.3). 
1.6 PCR QUANTITATIF EN TEMPS REEL RTqPCR 
1.6.1 Preparation des echantillons 
La souche d'Agrobacterium utilisee est AGL1 contenant le plasmide pCAMBIA1381z 
(Cambia, Brisbane, Australie) sans insert. Les cellules de peuplier 717 ont ete infectees par 
VAgrobacterium a une concentration equivalant a une DO de 0,3. L'experience a ete menee en 
triplicata biologique. Chaque jour pendant 6 jours (sauf le jour 1), les cellules infectees ont ete 
filtrees puis congelees rapidement dans 1'azote liquide et conservees a -80°C. Elles ont ete 
broyees dans l'azote liquide avec un petit mortier. Les extractions d'ARN total ont ete faites a 
l'aide de l'ensemble Qiagen RNeasy plant mini kit (Qiagen, Mississauga ON). Un 
spectrophotometre NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington DE) a ete utilise pour 
determiner les concentrations d'ARN. L'integrite de l'ARN a ete verifiee avant et apres le 
traitement a l'ADNase par electrophorese sur gel d'agarose. Les ADN complementaires ont 
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ete synthetises a partir de 2 [xg d'ARN total traite a l'ADNasel (First Strand cDNA Synthesis 
Using Superscript II RT, Invitrogen, Carlsbad, CA) selon le protocole donne par le fabricant. 
1.6.2 Construction des amorces 
Des amorces specifiques (tableau 3) ont ete synthetisees pour chacun des genes de defense 
etudies, amplifiant une partie de la region codante. Ces amorces ont ete elaborees a partir 
d'alignements de sequences d'especes apparentees au clone 717 de peuplier. Le logiciel 
OligoAnalyzer VI.2 (http://www.genelink.com) a servi au design des amorces. Les amorces 
ont ete testees avec de l'ADN genomique pour s'assurer d'obtenir un produit unique et valider 
que les amorces etaient specifiques. 
1.6.3 Parametres du RTqPCR 
Chaque reaction de RTqPCR a ete realisee dans un volume total de 10 \xL avec 10 ng 
d'ADNc, 0,6 fiM d'amorce sens, 0,6 u.M d'amorce anti-sens et lx de melange QuantiTech 
SYBR® Green (Qiagen, Mississauga ON) et completee sur Stratagene Mx3000P (Stratagene, 
La Jolla CA). Les parametres d'amplification etaient: denaturation initiale a 95°C (15 min), 
suivie de 45 cycles de denaturation a 95°C (10 s), hybridation (30 s) et elongation a 65°C (1 
min 30 s), puis d'un dernier cycle a 95°C (1 min), 65°C (30 s) et 95°C (30 s). Chaque reaction 
a ete executee en duplicata. A la fin de chaque reaction, une triple lecture de la fluorescence a 
ete faite ainsi qu'une courbe de dissociation, permettant de verifier la specificite des amorces 
en plus de l'absence de dimerisation des amorces. En guise de temoins negatifs, des reactions 
ne contenant pas d'ADN ont ete menees. Le seuil de base de la detection de la fluorescence a 
ete fixe a 500 (Livak et Schmittgen, 2001). Les parametres pour le gain de filtre ont ete ajustes 
a 8x. L'efficacite individuelle des paires d'amorces a ete calculee par analyse LRE telle que 
decrite par Rutledge et Stewart (2008). 
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Tableau 3. Amorces utilisees pour la quantification des endogenes par qPCR. 
Nom du gene 
MAPK3-1 
VSP 
CHS3 
CHS6 
TI4 
775 
ZFP1 
ZFP10 
PPOl 
Hevein 
WRKY23 
Amorce sens 
Amorce anti-sens 
5'-CCATAAGCACTACCAGTCC-3' 
5'-TCAGATACAGAGGAGTGC-3' 
5'-AGCGAGTGCTGCTGTTGCTTTG-3' 
5'-ACTTTGACAGAGTTGGCGGTGG-3' 
5'-GCCTGGGCTTACTGTTGAGAC-3' 
5'-CATGGAAGTGGAAATGCACGGTGA-3' 
5-TACTGGAGAAGGGCTGGAATGG-3' 
5-CTAGATTGTTGGAGCCACGCTGT-3' 
5'-GGGGATGTTTCGGCGACCAA-3' 
5-GAGCTTGCAGGTGAGAAGGTAAC-3' 
5'-TGAGCTTCTGACAATTGGTGGAGT-3' 
5-CGGTTCAGTCAAAGCCAGGTATC-3' 
5-GCCTTGAATGATCGAAACCAGGTG-3' 
5-GAAACAATTGACCATAGGAGCTGTCG-3' 
5-GAAAGTGCTGGATCTACTAACACTCG-3' 
5-CAAATCTGGGTGGCATCGAAATACG-3' 
5-GAAAATACAGAGTTTGCTGGGAGC-3' 
5' -GACCTGGGCACCAAAGC-3' 
5'-GACGGAGATGGATACGCAAAAGG-3' 
5'-TCGACGATAGAGAGCAGAGGTTTAG-3' 
5'-TGCCATGCCAATGCAAAGGAG-3' 
5-ACCAAAACCCAAAGGCGACAAG-3' 
1.6.4 Normalisation et analyse des donnees 
Des genes temoins (cdc2, actin, ubilO, gapdh, ei/4; pour les genes modeles, se referer au 
tableau 4) ont ete choisis afin de valider la qualite et la concentration de chaque echantillon 
d'ADNc. L'application geNorm (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm /#download) a 
ete utilisee pour la normalisation des donnees (Vandesompele et al, 2002). 
Tableau 4. Amorces des genes utilises corame temoins internes lors de la quantification 
des endogenes par qPCR. 
Nom du gene Amorce sens 
Gene mod el e Amorce anti-sens 
Proteine kinase cycline-dependante 2 CDC2 5'-TGTGCAGCACTCAAGGGCTC-3' 
grail3.0056004702 5'-AGGCAACGCAAAGACTGAAGTCT-3' 
Glyceraldehyde-3-phosphatedeshydrogenase 5'-AGGClTTAGATGATGTGCGAAGTTTGGA-3' 
estExt_fgenesh4_pg.C„LG_X0484 5'-TGGTAGAGGAGAGAGAGCGGGA-3' 
Ubiquitine 10 5'-ACCAAGCCCAAGAAGATCAAGCA-3' 
estExt_Genewisel_vl.C_LG_II1812 5-CCAGCACCGCACTCAGCA-3' 
Facteur dtaitiation de la transcription eucaryote 4A-2 5'-AGAACTACCTCCATCGTATTGGTCGT-3' 
estExt_Genewisel_vl.C_LG_VI0160 5'-GCAGCTCCTCAACCGTTACATTATAGA-3' 
Actine 5'-CCCATTGAGCACGGTATTGT-3' 
estExt_fgenesh4_kg.C_LG_I0082 5'-TACGACCACTGGCATACAGG-3' 
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CHAPITRE 2 
RESULTATS 
2.1 ANALYSE DES BOITES W DANS LES PROMOTEURS DES GENES 
DEREGULES DANS LES PLANTS TRANSGENIQUES SUREXPRIMANT WRKY23 
Les facteurs de transcription WRKY, impliques dans la reponse de defense, se lient aux boites 
W situees au promoteur des genes qu'ils regulent. Selon les articles scientifiques, differentes 
variantes du motif de la boite W sont employees; pour ces travaux, nous avons utilise le motif 
TTGACY (le Y representant les nucleotides C ou T), puisque les articles les plus recents 
utilisent majoritairement celui-ci (Ciolkowski et al., 2008; Du et Chen, 2000 ; van Verk et al., 
2008 ; Wan et ah, 2004). Une etude a demontre que les promoteurs de genes impliques dans la 
defense contiennent en moyenne plus de boites W que la frequence habituellement rencontree 
dans le genome (Maleck et al, 2000). Ici, nous avons compte les boites W des sequences 
promotrices des genes deregules par PtWRKY23 et calcule une moyenne de boites W par 
sequence promotrice. Pour l'ensemble des genes deregules par PtWRKY23, le nombre moyen 
de motifs TGAC rencontres par sequence promotrice est de 11,18. En comparaison, on 
retrouve une moyenne de 11,05 motifs TGAC dans les sequences promotrices de genes non 
regules par PtWRKY23. Les donnees etant similaires, on ne peut etablir que les sequences 
promotrices des genes deregules par WRKY23 ont une plus grande quantite de motifs TGAC. 
Si Ton recherche le motif boite W TTGACY, la moyenne est de 2,37 pour les genes deregules 
et de 2,43 pour les genes non regules. Que Ton separe les moyennes pour les genes 
surexprimes ou sous-exprimes de l'ensemble des genes deregules, dans tous les cas, on obtient 
une moyenne d'environ 11 motifs TGAC et 2 motifs TTGACY, ce qui est la meme chose pour 
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les moyennes des genes non regules. Les genes deregules par PtWRKY23 n'ont pas plus de 
boites W dans leurs sequences promotrices que dans celles des genes non regules. 
Tableau 5. Moyennes du nombre de boites W dans les sequences promotrices des genes 
deregules dans les plants de peuplier surexprimant WRKY23. 
Moyennes du nombre de boites 
TGAC TTGACY 
Genes deregules 
Genes sous-exprimes 
Genes surexprimes 
Genes non regules 
11,18 
11,20 
11,13 
11,05 
2,37 
2,42 
2,25 
2,43 
2.2 DISPOSITION DES BOITES W DANS LES PROMOTEURS CHOISIS CHEZ LES 
ORTHOLOGUES D'ARABIDOPSIS 
Certains elements ont ete conserves au cours de revolution entre differentes especes vegetales 
et entre membres d'une rnerne farnille de genes. Les boites W, par leur role dans la regulation 
de la defense, semblent des candidates ideales pour cette conservation evolutive. Afin de 
determiner si l'emplacement de boites W est conserve entre membres d'une meme farnille de 
genes, ou entre orthologues, les sequences promotrices de genes de defense selectionnes ont 
ete representees par des lignes noires, et leurs boites W ont ete situees par des triangles dont la 
couleur indique s'il s'agit de la boite W - rouge - ou du motif TGAC - jaune pale (figure 7). 
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Les sequences promotrices de genes d'entretien (housekeeping) sont egalement representees a 
titre comparatif. 
Une dizaine de genes relies a la defense ont ete selectionnes afin que leurs sequences 
promotrices soient etudiees en detail. Le critere de selection etait d'etre reconnu comme etant 
lie a la reponse de defense. Certains d'entre eux sont fortement deregules dans les plants de 
peuplier surexprimant PtWRKY23. Le gene pseudo-hevein PR4 est utilise comme marqueur de 
la reponse de defense (Odintsova et al., 2009) et celui de la polyphenol oxydase PPOl comme 
marqueur de la blessure (Pinto et al, 2008). Egalement, deux genes d'entretien ont ete 
selectionnes en guise de temoins non relies a la defense. De maniere generate, tous les genes 
impliques dans la defense selectionnes ici ont deux boites W ou plus, ce qui correspond ou est 
superieur a la moyenne par sequence promotrice, sauf pour PtWRKY23, qui n'en contient 
aucune. Les emplacements des boites W ne sont pas communs entre les orthologues, ni entre 
membres d'une meme famille pour une meme plante (figure 7). Les facteurs de transcription 
WRKY ne semblent avoir aucune preference pour 1'orientation de la boite W (Ciolkowski et 
al, 2008). 
La MAP kinase 3-1 (MAPK3-1) a un role primordial dans la defense. C'est l'une des proteines 
majeures impliquees dans la cascade de signalisation par les kinases, qui viennent induire ou 
activer les facteurs de transcription WRKY (Kim et Zhang, 2004; Menke et al, 2005). Chez le 
peuplier, une MAPK du meme poids moleculaire que PtMAPK3-l est activee moins de 5 
minutes apres un traitement au chitosane (Hamel et al, 2005). Rappelons ici que PtWRKY23 a 
ete isole d'une banque d'ADNc fabriquee en partie de tissus traites au chitosane. Pour ces 
differentes raisons, MAPK3-1, probablement associe a la reponse precoce de defense, 
semblait etre un bon candidat dans notre selection de sequences promotrices. II a ete demontre 
que les genes de la famille des proteines vegetatives d'entreposage (VSP) sont relies a la 
defense contre les herbivores et a la blessure. Le gene AtVSP2 est induit par la blessure (Liu et 
al, 2005). Le litchi a une proteine VSP qui a une action inhibitrice de la trypsine (Tian et al, 
2007). H a ete egalement demontre que les proteines VSP font partie de la reponse locale a la 
blessure causee par l'herbivore chez Arabidopsis (Berger et al, 2002). II y a 21,3 fois de 
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transcrits de VSP PNI288 dans les feuilles de plants de peuplier surexprimant WRKY23 que 
dans des plants de type sauvage (Levee et al, 2009). Fait interessant, dans des plants sauvages 
affectes par la rouille du peuplier, il y a 8,3 fois moins de transcrits VSP PNI288 que dans des 
plants sauvages non infectes (Levee et al, 2009). Dans la sequence de 2 000 paires de bases 
(pb) en amont du codon de depart de la traduction, on y recense pas moins de 23 motifs TGAC 
qui sont souvent regroupees en petits sous-groupes de 2 a 6 motifs (figure 7). La sequence 
promotrice de VSP PNI288 de peuplier contient deux fois plus de motifs TGAC que son 
orthologue chez Arabidopsis, et plus de trois fois le nombre de boites W. Parmi les genes les 
plus hautement deregules dans les plants surexpresseurs de WRKY23, VSP PNI288 a ete 
selectionne pour le groupe de sequences promotrices a analyser. Quatre representants de la 
famille des chalcone synthases (CHS), impliquees dans la biosynthese des flavonoi'des, y sont 
illustres. La sequence promotrice du gene de peuplier PtCHS3 contient une importante 
concentration de motifs TGAC entre -1500 et -1000; 11 motifs y sont regroupes dont 6 boites 
W. Aucune sequence de CHS etudiee ici ne rassemble autant de boites W pour un meme 
intervalle. Differents genes CHS ont ete choisis pour verifier si l'emplacement des boites W 
est constant pour une famille: ce n'est pas ce qui arrive pour les sequences promotrices 
etudiees ici. Au sein d'une meme famille, les genes peuvent suivre des voies de regulation 
differentes; ga semble etre le cas des inhibiteurs de trypsine de la famille des Kunitz (77). Dans 
des plants de peuplier infectes par la rouille, le taux de transcrits de TI4 est 6 fois plus eleve 
par rapport a des plants non infectes, alors qu'a l'inverse, le taux de transcrits de 775 est 10 
fois plus faible. Au niveau de la structure des sequences promotrices, on ne retrouve aucun 
assemblage de boites W commun. Ces genes ont ete selectionnes pour leur implication 
potentielle dans la response de defense a la rouille, puisque PtWRKY23 semble lui aussi y etre 
implique. Les proteines a doigt de zinc ZFP sont une autre famille de facteurs de transcription 
impliques dans la reponse de defense. Les deux genes selectionnes de cette famille ainsi que 
leurs orthologues respectifs ont plusieurs boites W sur leurs sequences promotrices, mais sans 
regroupement de boites W ou d'autres structures particulieres. La sequence promotrice de 
PtZFPIO renferme plus de boites W que celle de PtZFPl. Pourtant, PtZFPl est l'un des genes 
deregules dans la categorie des facteurs de transcription dans les peupliers surexpresseurs de 
PtWRKY23 (Levee et al, 2009). Un bon marqueur de la reponse a la blessure est le gene 
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PP01. II n'a pas d'orthologue chez l'Arabidopsis. Chez le peuplier, l'activite enzymatique des 
PPO augmente drastiquement apres blessure (Constabel et al, 2000). Le gene hevein fait 
partie du groupe 4 des proteines reliees a la defense (PR). L'orthologue d'Arabidopsis contient 
une boite W de plus que chez le peuplier. De plus, une grande concentration de boites W et de 
motifs TGAC se retrouvent entre - 1 000 et - 400 dans la sequence AtPR4. Pthevein est utilise 
comme marqueur de la reponse de defense, puisqu'il y a accumulation de transcrits apres 
traitements tels le chitosane, le peroxyde ou la blessure (Levee et al, 2009). Le gene PtCDC2, 
servant a la division cellulaire, sert ici de temoin puisqu'il n'est pas implique dans les 
reactions de defense. II est utilise a notre laboratoire pour normaliser les donnees obtenues par 
quantification de l'ADNc (Azaiez et al, 2009; Levee et al, 2009; Nicole et al, 2006). Sa 
sequence promotrice contient tout de meme 5 motifs TGAC. II n'y a pas de moyen in silico de 
differencier un motif TGAC qui a la fonction d'une boite W et la probability d'obtenir une 
sequence TGAC n'importe ou dans le genome. De plus, certains WRKY sont impliques dans 
d'autres mecanismes que la defense, par exemple dans differents processus du developpement 
(Qiu et al, 2009; Zhang et al, 2009). Le gene AtEIF4Al, choisi lui aussi comme gene temoin 
non implique dans la defense, contient 4 boites W. Ceci peut etre du au fait que les promoteurs 
d'Arabidopsis sont considered habituellement plus petits que 2 000 paires de bases (pb), la 
plupart des etudes sur les promoteurs se basent sur des sequences entre 1 et 1,5 kilobases (kb) 
(Ciolkowski et al, 2008; Hellens et al, 2005; Lawrence et al, 2006; Ma et Bohnert, 2007; 
Maleckefa/.,2000). 
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Figure 7. Disposition des boites W sur une selection de sequences promotrices de 2000 
paires de bases (pb). 
La sequence promotrice est representee par une ligne horizontale noire, avec une marque a 
toutes les 500 pb. Le gene modele est inscrit sous le nom de chaque gene. Les boites W sont 
representees par les triangles rouges, les sequences TGAC, par les triangles jaune pale. Ceux 
pointant vers le -1 (symbolisant l'ATG) sont en sens, ceux pointant vers le -2000 en antisens. 
2.3 ANALYSE FONCTIONNELLE DES PROMOTEURS PAR EXPRESSION 
TRANSITOIRE DANS DES CELLULES DE PEUPLIER 
Le promoteur porte le site d'initiation de la transcription. Les elements cis situes sur la 
sequence promotrice permettent quant a eux de moduler la transcription. Un promoteur dit fort 
lance la synthese d'un grand nombre d'ARNm qui seront eventuellement traduits en proteines, 
alors que le gene d'un promoteur dit faible ne produira que peu d'ARNm. Au-dela de la force 
du promoteur et 1'accumulation de transcrits qui en resulte, la stabilite de l'ARN, l'epissage 
genetique et 1'interference de l'ARN viennent eux aussi influencer la quantite d'ARNm 
produite. L'insertion d'un promoteur couple a un gene rapporteur dans des cellules permettra 
d'evaluer la force dudit promoteur. Ici, une selection de promoteurs relies a la defense ont ete 
associes au gene de la (3-glucuronidase (GUS), resultant en differentes intensites de coloration 
bleue, ce qui demontre differents niveaux d'accumulation de la proteine selon le promoteur 
associe (figure 8). Dans ce systeme d'agro-infection de cellules en suspension, les promoteurs 
sont reconnus par la machinerie cellulaire et conservent leurs proprietes en grande partie 
(Berger et ai, 2007). Nos resultats demontrent que les cellules transformees avec les 
sequences promotrices des genes temoins ont aussi des intensites contrastantes: les cellules 
EIF4::GUS sont fortement colorees, alors qu'a peine quelques cellules CDC2::GUS sont 
bleues. D'ailleurs, au moment de l'infection, le taux de transcrits de EIF4 est 3 fois plus eleve 
que celui de CDC2 (figure 8). Les promoteurs peuvent avoir des forces differentes meme pour 
des genes d'une meme famille, ce qui est bien visible pour les cellules CHS3::GUS et 
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CHS6::GUS, ainsi que TI4::GUS et TI5::GUS. L'effet est beaucoup moins marque chez les 
cellules infectees avec des promoteurs de la famille ZFP. 
2.4 ETUDE DE L'ACCUMULATION DE TRANSCRITS POUR LES GENES 
CANDIDATS CHOISIS 
L'expression des genes de defense selectionnes a ete quantifiee par RTqPCR, choisie pour sa 
sensibilite et sa selectivity (Higuchi et ah, 1993). Par cette methode il est possible de quantifier 
des transcrits de genes dont les sequences sont tres similaires, comme des genes d'une meme 
famille (Nicole et al, 2006). Les echantillons utilises proviennent de cellules en suspension 
infectees ou non par VAgrobacterium afin de determiner si l'etape de transformation a un 
effet sur l'expression des genes candidats. 
Afin de s'assurer que l'hybridation des amorces est specifique, les paires d'amorces ont ete 
testees sur de l'ADN genomique provenant des especes parentales, soit P. tremula et P. alba, 
et un gradient de temperature a ete fait pour determiner la temperature optimale de chaque 
paire d'amorces. Chaque valeur d'accumulation de transcrits pour un gene specifique 
represente la moyenne geometrique de six reactions PCR independantes: deux replicats 
techniques pour chacun des trois replicats biologiques. Les valeurs d'accumulation de 
transcrits du jour 0 sont ramenees a 1, et les valeurs d'accumulation des autres jours sont 
calculees en fonction du jour 0. Les courbes de la figure 9 sont celles des donnees de AACt. 
Un seuil de signification a ete pose: seuls les ratios de difference d'expression superieurs a 2 et 
inferieurs a 0,5 sont consideres comme significatifs, c'est-a-dire que l'expression du gene a 
change de maniere notable depuis le jour zero. 
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Figure 8. Cellules de peuplier infectees par YAgrobacterium contenant un vecteur 
promoteur::GUS, incubees dans une solution de x-glucuronide. 
Le nom sous chaque filtre represente le gene de la sequence promotrice incluse dans le 
vecteur. Dans l'encadre, cellules infectees qui sont considerees comme temoins puisque les 
promoteurs utilises ne sont pas en lien avec les mecanismes de defense. 
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Cinq temoins internes qui demontrent une expression constante ont ete quantifies pour 
uniformiser les niveaux de transcrits d'un echantillon a 1'autre: ce sont les genes codant pour 
la proteine kinase cycline-dependante 2 (CDC2), la glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, l'ubiquitine 10, le facteur d'initiation de la transcription eucaryote 4A-2 
(EIF4) et Tacrine 2 (figures 9 et 10). lis ont tous demontre un niveau d'expression 
relativement constant du debut a la fin de la cinetique. Comme ce sont des genes relies au 
cycle cellulaire, a la division cellulaire et a la maintenance de la cellule, le nombre de 
transcrits decroit vers la fin de la cinetique etudiee (resultats non montres). Les cellules en 
suspension sont repiquees aux 7 jours et lorsqu'on tend vers le septieme jour, les conditions de 
croissance sont moins optimales, la disponibilite des nutriments diminue, la division cellulaire 
ralentit, le taux de mortalite augmente et le nombre de debris cellulaires aussi. La sante 
generale des cellules diminue, ce qui explique pourquoi le nombre de transcrits des genes de 
maintenance diminue egalement. Le nombre de transcrits de CDC2 et EIF4 sont representes a 
la figure 9. Le nombre de transcrits de CDC2 reste relativement stable durant les 6 jours de la 
cinetique, alors que le nombre de transcrits de EIF4 diminue progressivement apres avoir 
atteint un sommet a 2 ou 3 jours. La raison pour laquelle le pic du nombre de transcrits ne se 
situe pas la merae journee pour les echantillons infectes et non infectes est peut-etre 
simplement que les cultures ne sont pas tout a fait synchronisers dans leur croissance 
cellulaire. 
MAPK3-1 serait fort probablement un bon candidat de gene de reponse precoce de la defense. 
Du cote de son orthologue chez l'Arabidopsis, AtMAPK3, la quantite d'ARNm augmente 
significativement et en moins de 5 heures en reponse au toucher, au froid ou a un stress salin 
(Mizoguchi et al, 1996). Pour les deux types d'echantillons, entre deux a quatre jours apres le 
repiquage (et l'infection pour l'echantillon infecte), on retrouve environ deux fois moins de 
transcrits qu'au jour zero. Tous les echantillons suivent a peu pres la meme cinetique, les 
echantillons non infectes ayant tout de meme un nombre plus eleve de transcrits que ceux 
infectes. L'effet d'Agrobacterium est peu visible sur cette cinetique de croissance. Cela 
pourrait signifier que cette bacterie n'active pas les voies de defense controlees par PtMAPK3-
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1. Selon la litterature, 1'activation de AtMAPK3 se produit tres rapidement apres la perception 
du stress (Droillard et al, 2002); il est possible que pour PtMAPK3-l, son effet ici n'est pas 
observable a cause de la distance prise entre les deux premiers echantillons (zero et deux 
jours). 
VSP a un role dans les processus d'entreposage, mais il a ete observe que le taux de 
transcription augmente lorsque la plante est blessee (Berger et al, 2007; Liu et al, 2005) . 
Dans le contexte etudie ici, l'ajout d'Agrobacterium a la culture cellulaire semble 
completement reprimer la transcription de VSP. Du cote du temoin non infecte, la transcription 
de VSP est inhibee a partir du repiquage, puis 1'accumulation de transcrits augmente a partir 
du jour 3, pour atteindre un pic a 5 jours de 165 fois plus de transcrits que dans l'echantillon 
du jour 0. Plus on avance dans le cycle de croissance, plus VSP s'accumule. Au jour 6, on 
s'approche de la fin du cycle, il est possible qu'on atteigne un plateau ou un ralentissement de 
la croissance et de la vitalite des cellules, d'ou la baisse de 1'accumulation relative de transcrits 
de VSP. II est etonnant qu'il n'y ait que peu ou pas de transcription de VSP dans les 
echantillons infectes; on pouvait s'attendre a ce qu'il y en ait une, selon ce qui est rapporte 
dans la litterature. On suppose alors que VAgrobacterium vient inhiber la voie de reponse de 
defense dans laquelle la proteine VSP est impliquee. 
50 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
^
 
tr
a
n
sc
rj t
s 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
N
om
br
e 
de
 
tr
an
sc
rit
s 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
A
cc
um
ul
at
io
n
 
re
la
tiv
e 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
de
s 
tr
an
sc
rit
s 
Figure 9. Differences d'expression de genes de defense entre les cellules infectees par 
YAgrobacterium et celles temoin, par rapport au jour zero. 
Chaque echantillon a ete fait avec trois replicats biologiques et ceux-ci ont ete faits avec deux 
replicats techniques pour la quantification par PCR. Le graphique tout en bas a droite 
represente les nombres de transcrits de deux des genes utilises comme temoins internes, CDC2 
et EIF4. Des seuils de signification ont ete poses a 0,5 et 2, ils sont soulignes ici par une ligne 
pointillee grise. 
Des genes d'une meme famille peuvent avoir des patrons d'accumulation relative de transcrits 
differents, comme c'est le cas pour les genes CHS3 et CHS6. Le niveau d'accumulation 
relative de CHS3 diminue de 2 a 5 fois a partir du quatrieme jour apres l'infection, pour les 
echantillons infectes par Agrobacterium. L'effet negatif par Agrobacterium sur l'accumulation 
de transcrits pour le gene CHS6 dans les echantillons infectes s'effectue a partir du deuxieme 
jour apres l'infection. Au sixieme jour post-infection, l'accumulation de CHS3 et CHS6 
augmente drastiquement dans les echantillons non infectes, jusqu'a 3,8 fois pour CHS6, pour 
une raison meconnue. L'une des raisons pouvant expliquer ce changement serait que dans les 
echantillons non infectes, la croissance cellulaire continue de maniere exponentielle, et a six 
jours la culture atteint la fin de sa phase exponentielle, le taux de mortalite augmente, la sante 
generale de la culture diminue, et consequemment les taux de transcription des genes de 
defense augmentent. Par contre, comme cet effet a lieu chez les cellules non-infectees plutot 
que dans celles infectees, et ce, pour les deux genes CHS, il est suggere que l'ajout de 
l'agrobacterie y a forcement un lien. H se pourrait que l'infection par VAgrobacterium vienne 
supprimer certaines des reponses tardives de la defense des vegetaux. 
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Figure 10. Nombre de transcrits pour chaque endogene etudie, chez un systeme infecte 
par VAgrobacterium et un systeme sans infection. 
Chaque echantillon a trois replicats biologiques. Pour chacun d'eux, la reaction de qPCR a ete 
repetee deux fois. 
TI4 est reprime dans les echantillons non infectes a 2 jours, alors qu'il n'y a pas de variation 
significative dans les echantillons infectes. Le nombre de transcrits augmente a partir du jour 
4, vers la fin du cycle de croissance (figure 9). Pour ce gene, les cellules infectees et non 
infectees suivent grossierement la meme cinetique du nombre de transcrits en fonction du 
nombre de jours apres infection (figure 10). Les reactions de RTqPCR ont ete faites pour le 
gene 775. II est peu ou pas exprime dans le systeme etudie ici, que les echantillons soient 
infectes ou non; les graphiques correspondant a 775 ne sont done pas presentes dans ce travail. 
L'absence de ou la tres faible transcription de 775 correspond a ce qui a ete observe lors des 
experiences de transformation transitoire avec sa sequence promotrice fusionnee au gene 
rapporteur de la p-glucuronidase (GUS): une quantite infime de cellules se sont colorees 
qu'apres plusieurs jours de co-culture avec Agrobacterium (figure 8). D'ailleurs, TI4 ayant une 
accumulation de l'ordre de 500 a plus de 5 000 transcrits, semble lui aussi correler avec les 
experiences de transformation transitoire, ou une grande partie des cellules se sont colorees, 
comparativement aux experiences avec 775. Le gene Hevein est egalement affecte par la 
presence d'Agrobacterium. L'accumulation relative de transcrits d'Hevein augmente de 3,7 
fois deux jours apres 1'infection, comparativement a 1'echantillon non infecte du meme jour. 
L'accumulation de transcrits d'Hevein est deux fois plus elevee qu'au jour zero, pour les 
echantillons infectes. Hevein participerait done aux reponses de defense enclenchees par 
Agrobacterium pour ce systeme de cellules en suspension. L'accumulation relative des 
transcrits par rapport au jour zero pour les echantillons non infectes de ZFP1 est toujours en 
dessous du seuil fixe de 0,5. L'ecart-type pour le jour zero des echantillons non infectes est 
tres eleve puisque ZFP1 a subi une augmentation du nombre de transcrits peu apres 
l'infection. En tenant compte de ceci, il est possible de recalculer les taux de transcrits pour 
tous les echantillons non infectes et de n'obtenir que des taux se rapprochant de 1, signifiant 
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que 1' accumulation relative des transcrits pour ZFP1 non infecte est pratiquement inchangee. 
L'ecart entre le taux de transcrits de ZFP1 pour les echantillons infectes versus non infectes se 
creuse aux cinquieme et sixieme jours de la cinetique. En fait, dans les echantillons non 
infectes, il n'y a que peu ou pas d'expression de ZFPL Dans les echantillons infectes, la 
transcription debute rapidement apres 1'infection et ZFP1 continue a etre exprime tout au long 
des 6 jours sur lesquels s'est deroule le suivi. Ce gene est fortement exprime pendant les 48 
premieres heures post-infection, ensuite le nombre de transcrits diminue, puis augmente 
progressivement dans la derniere partie de la cinetique. Les divers changements dans 
l'accumulation des transcrits donne l'impression qu'il y a superposition de deux phenomenes 
differents: l'effet de l'agrobacterie et autre chose. L'atteinte de la fin de la croissance 
exponentielle ne semble pas etre la ou l'une des causes de 1'augmentation de l'accumulation 
de transcrits puisque le temoin non infecte, dont les cellules proviennent de la meme culture et 
ont done le meme age, n'est pas marque par l'accumulation de ZFPL La cinetique de ZFP10 
est completement differente de celle de ZFPL Le nombre de transcrits a augmente 20 minutes 
apres l'infection, puis diminue au jour 2 (figure 10). Les deux traitements ont a peu pres le 
meme impact pour les jours suivants. UAgrobacterium a done un effet sur ce facteur de 
transcription puisqu'il provoque 1'augmentation de l'accumulation de transcrits jusqu'a 48 
heures apres infection. L'accumulation relative des transcrits de WRKY23 oscille entre 0,8 et 
1,7 par rapport au jour zero durant les six jours de la cinetique, dans les deux types 
d'echantillons. Dans les echantillons infectes, le nombre de transcrits diminue peu de temps 
apres l'infection. L'effet inhibiteur d'Agrobacterium est plus visible a 48 heures post-
infection, alors que le nombre de transcrits de PtWRKY23 est plus du double dans les 
echantillons non-infectes que ceux infectes. L'infection par VAgrobacterium aurait alors un 
effet inhibiteur sur l'expression du gene qui commencerait peu apres l'infection, et qui 
atteindrait son apogee entre un et trois jours suivant la co-culture. II n'a pas ete possible de 
quantifier l'endogene PPOl du clone de peuplier 717. II n'y a pas de sequence nucleique 
disponible pour permettre la construction d'amorces correspondant a ce clone, en plus que 
l'annotation du genome sequence n'est pas complete. 
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Dans les genes etudies ici, certains d'entre eux sont deregules par la presence 
d'Agrobacterium: TI4, VSP et Hevein, qui presentent tous une forte diminution ou 
augmentation des transcrits dans l'echantillon pris deux jours apres l'infection. De plus, on 
percoit une augmentation du nombre de transcrits codant pour les facteurs de transcription 
ZFP1 et ZFP10 quelques minutes apres la mise en contact avec l'agrobacterie. Finalement, 
VAgrobacterium semble aussi avoir un effet inhibiteur sur l'expression du gene PtWRKY23. 
2.4 ESSAIS DE CO-TRANSFORMATION AVEC LE FACTEUR DE 
TRANSCRIPTION WRKY23 
On a voulu verifier l'effet de 1'augmentation de la proteine recombinante PtWRKY23 sur 
l'expression du rapporteur GUS, en aval des regions promotrices etudiees ici. Au moment de 
l'infection avec Agrobacterium contenant les constructions promoteur::G£/S, une deuxieme 
construction a ete co-transformee, celle-ci portant le gene PtWRKY23 en aval d'un promoteur 
constitutif fort. Deux quantites d'inocula differentes d'Agrobacterium ont ete essayees; regie 
generate, une quantite d'inoculum plus elevee donne plus de cellules bleues (figure 11). Pour 
les essais qui ont une forte coloration bleue avec la quantite d'inoculum moins elevee, le 
contraste est de moindre importance entre les deux quantites d'inoculum. On semble obtenir 
une saturation de 1'accumulation de GUS pour ces echantillons. Pour les deux genes temoins, 
CDC2 et EIF4, l'ajout du gene PtWRKY23 ne semble avoir aucun effet sur 1'accumulation du 
rapporteur GUS. Sauf pour la region promotrice de CHS3, on ne note pas de difference entre 
it/a lA/iiauuiiuiia 4U1 yjin auui u u n u n i a juu i u c i iyyi\i\.i^j. j_^a c^ i ia i iu i iuns qu i aniciiciiL u n e 
coloration bleue restent bleus a l'ajout de PtWRKY23, les echantillons qui n'ont peu ou pas de 
bleu restent non colores (figure 11). Lorsque VAgrobacterium est ajoute a une DO de 0,3 aux 
cellules egalement infectees par une souche porteuse de la construction CHS3::GUS, la 
coloration bleue diminue considerablement. 
Pour trois des regions promotrices etudiees, les resultats de chacun des triplicatas sont 
presentes (figures 12 a 14). A une DO d'infection de 0,3, tous les replicats de CHS3 accusent 
56 
une diminution de la coloration bleue, indiquant que 1'accumulation de la proteine GUS 
diminue lorsque les cellules sont egalement infectees par la souche qui contient 
UBI::PtWRKY23 (figure 12). Ce phenomene n'est pas visible lorsque la DO d'infection est a 
0,6. Les cellules infectees a une DO de 0,3 par VAgrobacterium contenant la construction 
hevein::GUS sont legerement colorees (figure 13). L'ajout ou non de la construction PtWKY23 
ne semble d'aucun effet (sauf pour l'un des replicats). A une DO d'infection de 0,6, on 
remarque qu'il y a fort moins de cellules qu'a une DO de 0,3: il y a mortalite cellulaire. Les 
cellules transformees avec la region promotrice de VSP PNI288 sont fortement colorees a une 
DO d'infection de 0,3 (figure 14). La difference avec la DO d'infection de 0,6 est moins 
notable que pour les cellules transformees avec les autres regions promotrices etudiees, 
possiblement parce que 1'accumulation ou la vitesse d'accumulation de GUS est saturee dans 
ce cas specifique. II est possible que la quantite de bacteries des co-cultures a une DO 
d'infection de 0,6 est trop elevee de maniere generate, et que peu importe le gene de facteur de 
transcription utilise et les sequences promotrices etudiees, l'exces de bacteries, la force ou la 
vitesse d'infection cause la MCP. II serait alors moins pertinent d'analyser les resultats 
obtenus a cette concentration de bacteries. Cependant, pour certaines des sequences 
promotrices etudiees, le contraste est tres grand entre les deux DO employees, ce qui permet 
d'etudier mieux certains echantillons peu colores en plus qu'au final cela fournit plus 
d'echantillons pour determiner s'il y a interaction ou non. 
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REP1 REP2 REP3 
CHS3 
CHS3 
+ 
WRKY23 
DO = 0,3 
6 jours d'incubation 
REP1 REP2 REP3 
CHS3 
CHS3 
+ 
WRKY23 
DO = 0,6 
6 jours d'incubation 
Figure 12. Ceiiuies de peuplier infectees par VAgrobacterium contenant un vecteur 
CHS3::GUS et un autre contenant le gene WRKY23 ou un vecteur vide. 
Les DO referent a la quantite totale de bacteries dans un echantillon. Chaque experience a ete 
faite en triplicata (indique par REP1, 2, 3). La revelation dans la solution de x-glucuronide a 
eu lieu apres 6 jours de co-culture cellules vegetales et agrobacteries. 
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REP1 REP2 REP3 
Hevein 
Hevein 
+ 
WRKY23 
DO = 0,3 
6 jours d'incubation 
REP1 REP2 REP3 
Hevein 
Hevein 
+ 
WRKY23 
DO = 0,6 
6 jours d'incubation 
Figure 13. Ceiluies de peuplier infectees par VAgrobacterium contenant un vecteur 
hevein::GUS et un autre contenant le gene WRKY23 ou un vecteur vide. 
Les DO referent a la quantite totale de bacteries dans un echantillon. Chaque experience a ete 
faite en triplicata (indique par REP1, 2, 3). La revelation dans la solution de x-glucuronide a 
eu lieu apres 6 jours de co-culture cellules vegetales et agrobacteries. 
•u ,-
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REP1 REP2 REP3 
VSP 
VSP 
+ 
WRKY23 
DO = 0,3 
6 jours d'incubation 
REP1 REP2 REP3 
VSP 
VSP 
WRKY23 
DO = 0,6 
6 jours d'incubation 
Figure 14. Ceiiuies de peupiier infectees par VAgrobacterium contenant un vecteur 
VSP::GUS et un autre contenant le gene WRKY23 ou un vecteur vide. 
Les DO referent a la quantite totale de bacteries dans un echantillon. Chaque experience a ete 
faite en triplicata (indique par REP1, 2, 3). La revelation dans la solution de x-glucuronide a 
eu lieu apres 6 jours de co-culture cellules vegetales et agrobacteries. 
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CHAPITRE 3 
DISCUSSION 
3.1 LES GENES REGULES PAR PTWRKY23 N'ONT PAS NECESSAIREMENT 
DANS LEURS SEQUENCES PROMOTRICES UN NOMBRE ELEVE DE BOITES W 
Les calculs de moyennes du nombre de boites W dans les sequences promotrices des genes 
deregules par PtWRKY23 chez le peuplier ont revele qu'il n'y avait pas plus de boites W dans 
ces sequences que dans celles de genes non regules par PtWRKY23, alors que differentes 
equipes ont demontre que les genes inductibles a la blessure ou impliques dans la defense ont 
un plus grand nombre de boites W dans leurs promoteurs (Lawrence et al, 2006; Maleck et 
al, 2000). Une explication plausible serait que le controle exerce par PtWRKY23 sur les genes 
qu'il regule peut etre indirect: PtWRKY23 activerait ou reprimerait un gene intermediaire qui 
lui viendrait agir sur un autre gene, ce dernier n'ayant alors pas necessairement de boite W 
dans son promoteur. Si PtWRKY23, pour accomplir son role, avait besoin de cofacteurs, ou 
d'un transporteur nucleaire, ou encore avait besoin d'etre phosphoryle, l'effet de PtWRKY23 
dans les 717 transgeniques serait done secondaire. 
3.2 IMPACT DE LA STRUCTURE DU PROMOTEUR PAR RAPPORT AU NOMBRE 
ABSOLU DE BOITES W 
L'emplacement des boites W sur le promoteur pourrait avoir une importance qu'il est 
impossible de verifier par calculs de moyennes. Est-ce qu'une boite W situee plus pres du 
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codon d'initiation a une plus grande importance que celle situee a des centaines de paires de 
bases de l'ATG? A notre connaissance, aucune equipe de recherche n'a pu repondre a cette 
question jusqu'a maintenant. La structure du promoteur pourrait etre plus interessante que son 
nombre de boites W. Dans certains promoteurs, on retrouve des amas de boites W, ce qui 
pourrait etre un moyen d'attirer les facteurs de transcription WRKY a soi. II a ete rapporte 
qu'un agencement palindromique de deux boites W viendrait augmenter significativement le 
niveau d'expression du gene regule, comparativement a un promoteur ne contenant qu'une 
seule boite W (Laquitaine et al., 2006). Des decouvertes recentes mettent en lumiere 
1'importance de la composition de l'environnement immediat des boites W, a savoir que les 
sequences d'ADN avoisinantes des boites W influencent la capacite du facteur WRKY a s'y 
lier (Ciolkowski et al, 2008). De plus, certains WRKY auraient une nette preference pour 
l'une des boites W, soit TTGACC ou TTGACT; les deux motifs ne seraient pas identiques 
dans leur fonction (Ciolkowski et al, 2008). On sait maintenant que certains nucleotides sont 
predominants a d'autres de chaque cote de la boite W, mais d'autres etudes doivent etre faites 
pour determiner s'il n'y aurait pas un motif plus precis. Les sequences promotrices des genes 
d'entretien peuvent egalement contenir des boites W, alors les boites W ne seraient pas 
1'apanage decrit des sequences reliees a la defense. II devient necessaire de distinguer les 
boites W fonctionnelles de la frequence de retrouver le motif TTGACY au hasard dans le 
genome. Dans cette etude, les moyennes du nombre de boites W par promoteur ne permettent 
pas d'en soutirer de conclusions generates. 
3.3 ANALYSE IN SILICO ET AGRO-INFECTION TRANSITOIRE: DES OUTILS 
EFFICACES POUR L'ETUDE DE PROMOTEURS 
Les emplacements des boites W des sequences etudiees chez le peuplier ont ete compares avec 
les sequences promotrices des orthologues putatifs d'Arabidopsis. Les boites W sont rarement 
situees aux memes emplacements entre deux orthologues. II semblerait done que 
l'emplacement des boites W ne soit pas conserve au cours de 1'evolution des especes. II est 
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tentant de supposer qu'alors 1'emplacement serait peu important pour la regulation, en autant 
qu'il y ait une ou des boites W fonctionnelles disponibles. 
L'infection de cellules de peuplier avec des cassettes promoteur::GUS confirme que les 
promoteurs regulent 1'accumulation de transcrits des genes candidats et qu'ils ont des forces 
differentes, y compris pour des promoteurs de genes d'une meme famille. Ici, le contexte de 
1'experimentation n'en semble pas un de stress, du moins pour la plupart des genes etudies. 
L'ajout d'Agrobacterium dans le milieu modifie significativement les taux de transcrits des 
genes VSP, TI4 et hevein; pour les autres genes etudies, la variation des taux de transcription 
est inferieure a 2. 
Les analyses promoteur::GUS ne tiennent pas compte de la stabilite des transcrits; il est 
difficile de trouver un lien clair entre le nombre de transcrits observe (figure 9) a un jour 
donne et l'intensite de la coloration bleue des cellules (figure 8) infectees pour un meme gene. 
Une analyse des HGC demontre cependant qu'une forte accumulation de transcrits pour EIF4 
se traduit aussi par une activite GUS relativement forte. La situation avec CDC2 est tres 
differente avec moins d'accumulation de transcrits et peu de coloration GUS. n faut aussi 
considerer que nous avons affaire a deux systemes differents: le RTqPCR donne le nombre de 
transcrits a un moment donne alors que la coloration GUS tient compte de tous les transcrits 
qui ont ete traduits en proteines de glucuronidase a partir du moment ou la cellule a ete 
infectee, c'est done l'accumulation graduelle de proteines apres l'agroinfection, d'autant plus 
que la glucuronidase est une proteine tres stable. A titre d'exemple, les niveaux 
d'accumulation de transcrits pour ZFP1 et ZFP10 sont relativement faibles et il en est de 
meme pour la coloration GUS. Cependant, la forte coloration GUS avec le promoteur de 
CHS6 ne correspond pas avec l'accumulation de transcrits observee par RTqPCR. La stabilite 
des transcrits pour les genes candidats testes peut etre fortement influenced par les conditions 
experimentales et ceci n'entre pas en cause pour les analyses promoteur-GUS. 
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L'intensite de la coloration bleue des cellules infectees (figure 8) n'a pas de lien direct avec le 
nombre de boites W (figure 7). Sur 2 000 paires de bases, les sequences promotrices etudiees 
ici ont entre 2 et 7 boites W, et celles qui ont un plus grand nombre de boites ne sont pas 
necessairement celles qui obtiennent les colorations les plus foncees. Comme ce systeme n'est 
pas necessairement en contexte de stress, le nombre de boites W peut n'avoir qu'un faible 
impact sur la force des promoteurs dans ce systeme. Egalement, comme il est possible que la 
reponse de stress ne soit pas visible sur cette echelle de temps (certains genes choisis sont des 
genes de reponse precoce de defense), il est probable que ce systeme ne puisse pas fournir de 
conclusion quant a un possible lien entre le nombre de boites W d'un promoteur et l'intensite 
de la coloration des cellules infectees par ce promoteur. 
3.4 EST-CE QUE PTWRKY23 POURRAIT AVOIR BESOIN DE PARTENAIRES 
POUR REMPLIR SON ROLE? 
Les essais de co-transformation transitoire ont permis de deceler une sequence promotrice qui 
est une cible potentielle de PtWRKY23. L'attachement de PtWRKY23 sur celle-ci peut etre 
direct ou indirect. Dans ce systeme, les potentiels collaborateurs de PtWRKY23 ne sont pas 
surexprimes en meme temps que lui, les transcrits des partenaires proviennent uniquement des 
endogenes. Comme les resultats de RTqPCR le demontrent, 1'agro-infection ne semble pas 
declencher toutes les voies de reactions de defense, puisque plusieurs des genes de defense 
testes ne sont pas surexprimes. Si, pour etre actif, PtWRKY23 a besoin d'etre d'abord 
phosphoryle, il ne pourra accomplir son role dans ce systeme. Plusieurs WRKY travaillent en 
reseau, l'exemple le plus flagrant est probablement celui des fonctions parfois redondantes et 
parfois complementaires des facteurs AAVRKY18, AAVRKY40 et AAVRKY60 (Xu et al, 
2006; Shen et al, 2007). II est possible que ce soit egalement le cas pour PtWRKY23: en 
surexprimant un seul facteur WRKY, les autres facteurs ne sont pas deja presents en quantite 
suffisante pour engendrer un effet dans ce systeme. 
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CONCLUSION 
Divers mecanismes sont impliques dans la reponse de defense des vegetaux. Ce travail 
s'attarde sur les cibles potentielles du facteur de transcription WRKY23 du peuplier. II a ete 
demontre in silico que les sequences promotrices des genes deregules dans des plants de 
peuplier surexprimant PtWRKY23 ne possedent pas plus de boites W que des sequences 
promotrices d'un ensemble de genes sur lequel la surexpression de PtWRKY23 semble n'avoir 
aucun effet. Pour ces memes genes deregules, l'emplacement des boites W n'est pas conserve 
entre le peuplier et l'Arabidopsis. Lors de ce projet, un systeme de transformation transitoire 
de cellules en suspension a ete mis au point. L'infection avec des cassettes promoteur::GUS 
permet de constater que ces promoteurs ont des forces differentes, y compris pour ceux 
provenant de genes de la meme famille. En utilisant le meme systeme mais en cotransformant 
avec une deuxieme bacterie contenant le gene PtWRKY23 en aval du promoteur UBI, il est 
possible d'identifier des cibles de ce facteur de transcription. PtWRKY23 pourrait se Her 
directement aux sequences promotrices et enclencher, augmenter ou inhiber la transcription de 
GUS. II se peut egalement que PtWRKY23 ait un effet indirect, c'est-a-dire qu'il ait une 
action sur un collaborateur qui lui viendrait influencer le taux de transcription. L'adaptation 
aux cellules 717 du systeme de cotransformation transitoire apporte un aspect innovant a ces 
travaux. H facilite la decouverte d'interactions entre facteurs de transcription et promoteurs. 
Dix sequences promotrices de genes potentiellement sous la gouverne de PtWRKY23 ont ete 
testees, en plus de deux sequences dont les genes ne sont pas regules par ce facteur de 
transcription. II a ete observe que l'activite de la sequence promotrice de CHS3 est diminuee 
en presence d'une surexpression de PtWRKY23, l'identifiant des lors comme une cible 
probable de PtWRKY23. L'absence de lien direct entre le nombre de boites W et la regulation 
par PtWRKY23 ainsi que la difficulte a trouver des cibles potentielles en ne surexprimant que 
ce facteur de transcription permettent de suggerer que PtWRKY23 requiert un collaborateur 
pour remplir pleinement son role, collaborateur qu'il sera essentiel d'identifier et de 
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caracteriser afin de mieux comprendre la fonction de PtWRKY23. II serait aussi primordial de 
verifier si PtWRKY23 se lie de maniere directe ou indirecte au promoteur de CHS3. L'emploi 
de la technique d'immunoprecipitation de la chromatine sur micropuces d'ADN serait tout 
approprie pour parvenir a cette fin. Ensuite, une caracterisation de CHS3 s'averera necessaire. 
Bien que la souche P19 (Voinnet et al., 2003) produise un suppresseur de l'ARN 
d'interference ciblant entre autres notre gene rapporteur, done supposee favoriser la 
transcription de ce dernier, les resultats (non montres) de tests preliminaries ont plutot indique 
une baisse de la transcription du rapporteur. La souche P19 a done ete rejetee. II est probable 
qu'ajouter une souche bacterienne de plus viendrait augmenter la competition au moment de 
1'infection avec les bacteries contenant le gene rapporteur. 
Dans une perspective plus globale, la mise au point d'une technique de transformation 
transitoire de cellules 717 permettra de tester facilement differentes combinaisons de 
sequences promotrices et de facteurs de transcription, afin d'identifier des interactions 
potentielles. La poursuite de la caracterisation de PtWRKY23, par exemple en explorant ses 
modes de regulation, serait fort interessante. Comme certains WRKY ont des fonctions 
antagonistes ou redondantes d'autres WRKY, il serait pertinent de determiner si des facteurs 
agissent de telle sorte par rapport a PtWRKY23. La comprehension du ou des roles joues par 
PtWRKY23 nous permettra de definir davantage 1'implication et les differentes synergies de la 
famille des WRKY au sein des mecanismes de defense des vegetaux. Ces donnees pourraient 
s'averer importantes d'un point de vue environnemental, par exemple pour selectionner les 
cultivars produisant les ratios d'expression des WRKY les plus prompts a activer une defense 
optimale face aux attaques d'agents pathogenes emergents. Dans les plantations, il est tout 
dans notre interet que les especes perennes, tels que les peupliers, aient le bagage genetique 
necessaire pour se defendre. Les travaux presentes ici ont permis de faire un petit pas 
supplementaire vers l'elucidation des mecanismes de defense des vegetaux. 
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